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RESUMEN

La hipertension arterial y la diabetes mellitus son padecimientos de lenta
evolucion y duracion prolongada que llevan a un deterioro integral del cuerpo. La
diabetes mellitus promueve la aparicidn y la progresion de las complicaciones
vasculares como la hipertensién arterial. En los sistemas reguladores como el
sistema renina-angiotensina y el sistema adrenérgico se presentan alteraciones
cuando se manifiestan estas enfermedades. La sobre estimulacion con
angiotensina Il esta implicada en la inflamacién, disfuncién endotelial, asi como
cambios estructurales y mecanicos en las paredes de los vasos sanguineos e
hipersensibilidad del sistema nervioso simpatico. El cual juega un papel importante
en la regulacion de las respuestas fisiologicas y patolégicas mediadas por
catecolaminas, en particular en el sistema cardiovascular y urinario. El desarrollo
de la hipertensién arterial y la diabetes mellitus es multifactorial asi que se han
propuesto diversos mecanismos para explicar su génesis y progresion. Por lo cual
es trascendental abundar en la interaccion entre el sistema renina angiotensina y
la respuesta adrenérgica en la vasculatura y en el rindn durante estas patologias.
Para la presente investigacion se utilizaron ratas Wistar machos; con hipertension
arterial, diabetes mellitus y grupos tratados con captopril; inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina. De cada grupo se evalud la reactividad vascular, la
reactividad renal y los niveles de proteina del receptor a angiotensina Il AT+. La
inhibicion de la angiotensina Il durante la hipertensién arterial previene el dafio
vascular y renal. Mientras que en el desarrollo de la diabetes mellitus el dafio
vascular no se ve retrasado, ya que en un estado hiperglucémico el deterioro no
depende solamente de la sobre estimulacion con angiotensina Il. En el riidn se
muestra alterada la resistencia glomerular, aumentando el flujo efectivo. Por lo que
podemos mencionar que la intervencion del sistema renina-angiotensina con
captopril retrasa los trastornos de estas enfermedades.

Palabras clave: Hipertension arterial, diabetes mellitus, angiotensina,
captopril, rindn.



ABSTRACT

Hypertension and diabetes mellitus are conditions of slow evolution and
prolonged duration that lead to an integral body deterioration. Diabetes mellitus
promotes the onset and progression of vascular complications such as
hypertension. In regulatory systems such as the renin-angiotensin system and the
adrenergic system, alterations occur when these diseases are manifest. Over-
stimulation with angiotensin Il is implicated in inflammation, endothelial
dysfunction, as well as structural and mechanical changes in the walls of blood
vessels and hypersensitivity of the sympathetic nervous system. It plays an
important role in the regulation of physiological and pathological responses
mediated by catecholamines, particularly in the cardiovascular and urinary
systems. The development of hypertension and diabetes mellitus is multifactorial
so several mechanisms have been proposed to explain its genesis and
progression. Therefore it is transcentental to abound in the interaction between the
renin angiotensin system and the adrenergic response in the vasculature and in
the kidney during these pathologies. For the present investigation, male Wistar rats
were used; with hypertension, diabetes mellitus and groups treated with captopril,
inhibitor of the angiotensin-converting enzyme. Vascular reactivity, renal reactivity,
and protein levels of the angiotensin Il receptor AT+ were evaluated from each
group. Inhibition of angiotensin Il during hypertension prevents vascular and renal
damage. While in the development of diabetes mellitus the vascular damage is not
delayed, in a hyperglycemic condition the deterioration does not depend only on
the overstimulation with angiotensin Il. In the kidney, the glomerular resistance is
altered, increasing the effective flow. Therefore, it can be mentioned that the
intervention of the renin-angiotensin system with captopril delays the disorders of
these diseases.

Keywords: Hypertension, diabetes mellitus, angiotensin, captopril, kidney.



1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades cronico degenerativas: la diabetes mellitus y la

hipertension arterial

Las enfermedades cronico-degenerativas son padecimientos de lenta
evolucion y duracion prolongada que llevan a un deterioro integral del cuerpo. Son
responsables de 38 millones de muertes al aino a nivel mundial. Entre las
patologias causantes se encuentran las enfermedades cardiovasculares, en las
que estan incluidos trastornos del corazoén, vasculares del cerebro y de los vasos
sanguineos. Otras patologias son el cancer, las enfermedades respiratorias
cronicas y la diabetes mellitus, las cuales 16 millones sucedieron en personas
menores de 70 afios de edad. Las enfermedades cardiovasculares implicadas son
las arritmias cardiacas, enfermedad cardiaca congénita, enfermedad cardiaca
reumatica, miocardiopatias y la aterosclerosis que puede llevar a complicaciones
como la cardiopatia isquémica, enfermedad de las arterias coronarias como el
ataque cardiaco; la enfermedad cerebrovascular como el derrame cerebral y las
enfermedades de la aorta y las arterias, incluyendo la enfermedad vascular

periférica y la hipertension arterial (OMS, 2009).

Entre los factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares,
cerebrales y renales, la hipertension arterial es el mas importante y
frecuentemente encontrado. Estas son la causa de la mayoria de las muertes por
enfermedades cronico degenerativas con cifras de 17.5 millones de defunciones al
afo, seguidas del cancer con 8.2 millones, las enfermedades respiratorias con 4
millones y la diabetes mellitus con 1.5 millones de muertes anuales. También se
consideran infecciones digestivas y otras (OMS, 2015). La asociacién entre
patologias como la diabetes mellitus y la hipertension arterial aumenta las
complicaciones cardiovasculares; como el infarto al miocardio y la apoplejia. La
diabetes mellitus y la hipertension arterial coexisten comunmente ya que hay

factores involucrados en esta asociacion los cuales incluyen: 1) Las dos entidades
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aumentan su frecuencia con la edad; 2) tienen factores predisponentes comunes;
3) frecuentemente la hipertension es secundaria a las complicaciones de la
diabetes; 4) La hipertensién en los diabéticos tipo 2 puede aparecer antes o estar
relacionada con la nefropatia diabética (Velasco et al., 2001). La hipertension
arterial también aumenta la manifestacion de complicaciones metabdlicas como el
sindrome metabdlico, el exceso de grasa abdominal lleva a un exceso de acidos
grasos libres en la vena porta, aumentando la acumulacion de grasa en el higado
y las células musculares. Lo cual se asocia con la resistencia hepatica y muscular
a la insulina, trastornos del metabolismo de los carbohidratos, dislipidemia,
obesidad y mayor riesgo de enfermedad coronaria, la combinacién de los
diferentes componentes se considera peligrosa (Arango et al., 2007; Huang,
2009).

Entre los pacientes que padecen diabetes mellitus el 47.8% desarrollan
hipertension arterial. La prevalencia de diabetes mellitus es dos veces superior en
la poblacion hipertensa que en la normotensa. La mayoria de los estudios en
humanos y en animales han demostrado que en el accidente cerebrovascular
agudo, la hiperglucemia en pacientes con o sin diabetes esta asociada con un
resultado clinico peor que en los pacientes sin hiperglucemia (Esterlin et al., 2015;
Wang-Fischer, 2008). La identificacibn del problema e implementacion de
programas que se han disefiado para el control epidemioldgico de la diabetes, los
resultados siguen mostrando el limitado o nulo impacto que tales acciones han

tenido hasta la fecha (Gonzalez et al., 2011).

El origen de estos trastornos metabdlicos es variado. Sin embargo, hay
factores de riesgo que han provocado el aumento de su incidencia; como la
inactividad fisica, una dieta poco saludable, el uso nocivo de alcohol y el consumo
de tabaco. Un gran conflicto que afronta la poblacién es la situacion en que el
desarrollo de la civilizacion y el estilo de vida. Este no es equiparable con el
desarrollo biolégico humano y sus procesos metabdlicos. A lo largo del tiempo las
actividades extenuantes han disminuido y con ello el gasto energético; tales

actividades se han modificado por ocupaciones de mayor trabajo intelectual.
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Ademas de que la disponibilidad de alimentos es mas sencilla para gran parte de
la poblacion sin que demande mayor actividad fisica para obtenerlos; y a que
estos alimentos rapidos generalmente son de contenido hipercalérico (Vidal et al.,
2016; OMS, 2015).

La regulacion de la concentracion de glucosa en el organismo depende de
la apropiada accion entre las hormonas pancreaticas; el glucagon y la insulina
secretadas por las células a y B, respectivamente: y éstas son la clave para
mantener un equilibrio metabdlico. La insulina es una hormona peptidica de 5.8
KDa secretada en los islotes pancreaticos de Langerhans por las células B en
respuesta a niveles elevados de glucosa en la sangre. Durante los periodos de
alimentacion y ayuno, la concentracion de glucosa en plasma se mantiene en un
intervalo de concentracion entre 4 y 7 mM o de 80 a 105 mg/dl. En condiciones
normales, la insulina actua favoreciendo la entrada y almacenamiento de este
nutriente en el musculo y en el tejido adiposo, en el higado favorece su
almacenamiento e inhibe su produccion. Ademas de regular el metabolismo de los
carbohidratos, la insulina regula también el de los lipidos y proteinas y promueve
la divisién y el crecimiento celular a través de sus efectos mitogénicos (Reyes et
al., 2008).

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica frecuentemente
determinada por un estado de hiperglicemia crénica resultante de defectos en la
secrecion de la insulina, en su accién o en ambos. A nivel celular, la exposicion
prolongada a un exceso de nutrientes, tales como, glucosa y los acidos grasos
libres, puede perjudicar los procesos de sefializacién que normalmente regulan la
captacion de glucosa (Coughlan et al., 2016). La diabetes mellitus se caracteriza
por resistencia a la insulina, disfuncion de las células beta pancreaticas y masa de
células beta reducida. Sus sintomas incluyen poliuria, glucosuria, polidipsia,
polifagia, algunas veces pérdida de peso y vision borrosa (Diabetes Care, 2012).
Esta enfermedad es frecuentemente una consecuencia de la mala nutricion por
abuso de ingesta de los alimentos que provoca el sobrepeso. El cual potencia la
resistencia a la insulina provocando una disminucion o incapacidad de las células

3



blanco de responder a la influencia de la insulina, debido a defectos en su

sefalizacion (Reyes et al., 2008).

La resistencia a la insulina puede ser clasificada en: disminucion de la
sensibilidad del receptor a la hormona y disminucion biologica de la respuesta a la
insulina (Velasco et al., 2001). A nivel molecular, los mecanismos por los que se
genera la resistencia a la insulina pueden ser multiples. Es la consecuencia de una
deficiente senalizacion de la insulina causada por mutaciones o modificaciones
post- traduccionales del receptor de insulina o de moléculas efectoras rio abajo del
mismo. Entre las alteraciones comunes se encuentran: el defecto en la union de la
insulina a su receptor, la disminucion en el numero de receptores de insulina y de
su actividad de cinasa, fosforilacion inhibitoria en residuos de serina, la
disminucién de la actividad de las cinasas PI3K y Akt (Figura1), asi como defectos

en la expresion y funcion del transportador de glucosa GLUT 4 (Reyes et al.,

2008).
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Figura 1. Senalizaciéon de la accién de la insulina. El receptor de insulina es una tirosina cinasa
que cataliza la fosforilacion de miembros de la familia IRS. Resultando en una serie de diversas
vias de sefializacion, incluyendo la activacion de PI3K y Akt. Estas vias actuan de manera
concertada para coordinar la regulacion del transporte de vesiculas, la sintesis de proteinas, la



activacion e inactivacion de enzimas y la expresion génica, lo que da lugar a la regulaciéon del
metabolismo de glucosa, lipidos y proteinas (Modificado de Brownlee et al., 2001).

La consecuencia de la insulino-resistencia en la hiperglicemia, induce una
permanente estimulacién exacerbada de la maquinaria secretora de las células 3
pancreaticas, la cual desarrolla hiperinsulinemia y/o hipoinsulinemia por
agotamiento de las células. La hiperglucemia y la resistencia a la insulina parecen
tener un papel importante en la patogénesis de las complicaciones vasculares. En
el desarrollo temprano de la diabetes, la hiperglucemia provoca anomalias en el
flujo sanguineo, esto manifiesta disminucién de la actividad de vasodilatadores
como el éxido nitrico, aumento de la actividad de los vasoconstrictores, tales como
la angiotensina Il y la endotelina-1 y la sintesis de factores que incrementan la
permeabilidad vascular tales como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), no obstante la deficiencia de vasodilatadores mas que el exceso de un
vasoconstrictor puede causar hipertension arterial (Enriquez, 2002; Friberg et al.,
2010; Brownlee, 2001).

Altas concentraciones de glucosa en sangre provocan en las arterias
disfuncion endotelial, o que inhibe la produccidn de éxido nitrico mediante un
enlace O-glucosidico en la proteina 6xido nitrico sintasa en su sitio de uniéon con
Akt. Estimula la transactivacion del inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1) con la consiguiente inhibicion de la fibrindlisis en las células del musculo
liso vascular provocando oclusién (Du et al., 2000; Mark, 2007). La activacion de
PCK debido a la hiperglucemia también se ha implicado en la sobreexpresion de
PAI-1. Asi como el incremento de la actividad de la via de la glucosamina, ya que
ésta puede derivar varios cambios en la expresién génica al activar el factor de

transcripcion Sp1, promotor de PAI-1 (Brownlee, 2001).

El incremento intracelular de glucosa aumenta su conversion enzimatica a
sorbitol con la consecuente disminucion de NADPH. En la via de los polioles, la
enzima aldosa reductasa reduce aldehidos generados por especies reactivas de

oxigeno (ROS) para inactivar alcoholes usando NADPH como cofactor. El



polialcohol sorbitol se oxida a fructosa por la enzima sorbitol deshidrogenasa
(SDH), usando como cofactor NAD* reduciéndolo a NADH. Como se requiere
NADPH ahora restringido, para la regeneracién de glutatién reducido (GSH), esto
podria inducir o exacerbar el estrés oxidativo intracelular (Figura 2). Altas
concentraciones de glucosa en la sangre provocan un aumento del flujo a través
de la via de los polioles que puede traer como consecuencia dafio microvascular
como la neuropatia diabética y retinopatia o engrosamiento de la membrana basal
de los capilares de la retina, rifidn y musculo, por ello la diabetes es la causa

principal de ceguera y enfermedad renal terminal (Brownlee, 2001).
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Figura 2. Ruta de la aldosa reductasa y los polioles. La enzima aldosa reductasa reduce los
aldehidos generados por especies reactivas de oxigeno (ROS) a alcoholes inactivos, y la glucosa a
sorbitol, utilizando NADPH como cofactor. En las células donde la actividad aldosa reductasa es
suficiente para agotar el glutatién reducido (GSH) y el estrés oxidativo se incrementa. La enzima
sorbitol deshidrogenasa (SDH) oxida sorbitol a fructosa utilizando NAD* como un cofactor
(Modificado de Brownlee, 2001).

La diabetes mellitus ejerce un efecto nocivo sobre la velocidad de aparicion
y la progresion de las complicaciones vasculares; como la hipertensién arterial. La
hipertension arterial es un estado patologico de desequilibrio hemodinamico que
origina el aumento sostenido en la resistencia vascular periférica total,
determinada por el calibre de los vasos resistivos, el componente viscoso de la

sangre e hipersensibilidad a estimulos vasoconstrictores. Se encuentra una amplia



gama de mecanismos fisiopatoldgicos de la hipertension y el dafio a los érganos

relacionada con ella (Zanchetti, 2016).

La presion arterial se puede clasificar por categorias (Tabla 1). Se estima
que la presion arterial diastolica persistentemente elevada en sélo 5 mmHg esta
asociada a un incremento en 34% del riesgo de padecer accidentes cerebro
vasculares y en un 21% de padecer enfermedad de las arterias coronarias
(Velasco et al., 2001). La elevacion de la presion arterial, aunque sea moderada,
acorta la esperanza de vida. Cuando la presién arterial esta muy elevada, con una
presion arterial media un 50% o mas por encima de lo normal, la persona no vivira
mas de algunos afos, a no ser que se trate correctamente. Alrededor del 13% de
la poblacion adulta mundial sufre de hipertension. La prevalencia de la
hipertension es mayor en hombres que en mujeres pre menopausicas de la misma
edad, pero similar para los hombres de 70 afos de edad y mujeres
postmenopausicas. Se ha comenzado a observar en edades mas tempranas; de
los adolescentes, 1.8% presentd diagndéstico de hipertension arterial que alcanzé

hasta 4% entre las mujeres de 16 a 19 afios (Gutiérrez et al., 2012).

Tabla 1. Clasificacion de la presiéon arterial. (modificado de Velasco et al., 2001).

CATEGORIA PAS (mmHg) | PAD (mmHg)
Optima <120 <80
Normal <130 <85
Normal alta 130-139 85-89

Hipertensién estadio uno 140 - 159 90 - 99
Hipertensién estadio dos 160 - 179 100-109
Hipertensién estadio tres >180 >110

Del 90 al 95% de los pacientes diagnosticados con hipertensién arterial son
clasificados con hipertension esencial o primaria, de causas no especificas y del 5
al 10% de los casos se clasifica como hipertension arterial secundaria, la cual
tiene una causa directa con la elevacion de la presion; como defectos congénitos
cardiacos o anomalias renales (SSA, 2009). La hipertension arterial esencial o
primaria es de etiologia variada y se caracteriza por presentar disfuncién

endotelial; incapacidad de los vasos sanguineos de alterar su arquitectura en
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respuesta a los cambios hemodinamicos, la disminucion de los factores relajantes
como el 6xido nitrico y prostaciclinas, el aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno, el incremento en las concentraciones plasmaticas de
endotelina ET-1, la sobre estimulacion del sistema renina angiotensina,
hipersensibilidad del sistema nervioso simpatico, asi como cambios estructurales y

mecanicos en las paredes de los vasos sanguineos (Sosa et al., 2005).

La hipertensién arterial esencial con frecuencia presenta un conjunto de
factores de riesgo aterogénico adicionales; como se ha descrito, relacionados a la
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y dislipidemia debido a la disminucion de
la sensibilidad a la accion de la insulina y el aumento del PAI-1 (inhibidor del
activador del plasminégeno-1) que se relaciona proporcionalmente con la cifra de
triglicéridos, ademas de encontrarse en altas concentraciones en la placa de
ateroma (Henriksen et al., 2001). Al igual que la hiperglucemia, la hipertension
arterial origina estrés oxidativo. El receptor a angiotensina Il tipo 1 (AT1R) aumenta
la actividad de NADPH oxidasa lo que conduce a la generacion de especies
reactivas de oxigeno, ampliamente implicados en la inflamacién vascular y fibrosis
(Chu, 2006).

La activacion del receptor de angiotensina AT+ también puede inhibir la
liberacion de insulina de las células B-pancreaticas en respuesta al aumento de
glucosa, a través de modificaciones en la sintesis de la proinsulina, situacién que
sucede cuando los niveles endoégenos de angiotensina Il son mas altos que en
condiciones normales. La angiotensina Il (Ang IlI) también promueve la asociacion
de proteinas de andamiaje, como la paxilina, talina y p130Cas, que conducen a la
adhesion concentrada y la formacion de la matriz extracelular (Figura 3). Estas
cascadas de sefializacién conducen a la contraccion, el crecimiento de células de
musculo liso, a la hipertrofia y la migracion de células, acontecimientos que
contribuyen a la funcién vascular normal; pero cuando son estimulados de manera
aguda participan en la progresion de la enfermedad. Lo cual incrementa el riesgo
de dafo en lechos vasculares de diversos érganos como la retina, el cerebro, el
corazon y los rifiones (Leung, 2007; Chu, 2006; Mehta et al., 2007).
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Figura 3. Sefnalizacion de la accion de la angiotensina Il. La asociacion inducida por Ang Il de
FAK, Pyk2, paxillina, talina y p130Cas forma un complejo que promueve la adhesion celular y la
sintesis de matriz extracelular mediante la activacion de JNK. La evidencia muestra que el calcio
juega un papel vital en la mediacion de estos procesos inducidos por Ang Il. (Modificado de Mehta
et al., 2007).

Los efectos letales de la hipertension arterial se producen principalmente de
tres formas: un exceso de la carga de trabajo sobre el corazén que produce
insuficiencia cardiaca precoz y cardiopatia coronaria, provocando la muerte como
consecuencia de un ataque cardiaco. Cuando la hipertension arterial dana algun
vaso sanguineo mayor del cerebro, con lo que mueren porciones importantes de
ese Organo; es lo que se denomina infarto cerebral. Dependiendo de la parte del
cerebro afectada, el ictus provoca paralisis, demencia, ceguera o muchos otros
trastornos cerebrales graves. La hipertension casi siempre provoca lesiones en los
rinones, produciendo muchas zonas de destruccidon renal y finalmente,
insuficiencia renal, uremia y muerte. Es una enfermedad que puede llegar a ser
asintomatica hasta que se manifiestan las consecuencias dafinas, por ello es
conocida como “el asesino silencioso”. Estudios prospectivos han mostrado que el
estrés cronico y la ansiedad, causan un impacto en el desarrollo de la hipertension
(Ettner et al., 2012).



Los cambios vasculares consisten en aumento del grosor de la capa media
vascular en todos los vasos sanguineos, como respuesta adaptativa de la pared
arterial para regular el flujo local y se observa dicho fenémeno en la totalidad de
las arterias; desde grandes arterias hasta arteriolas de resistencia, condicion que
amplifica y perpetua la hipertensién arterial. El tratamiento clinico de este tipo de
padecimientos se realiza en base a diversas clases de farmacos como: [3-
bloqueadores, nitratos organicos, diuréticos, inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina, bloqueadores de la entrada de calcio como las 1,4-
dihidropiridinas, entre otras (Velasco et al., 2001; Hernandez-Gallegos et al.,
2003).

1.2 La importancia del rinén en el control de la presion arterial

El rindn es importante no sélo como o6rgano blanco de la hipertensidn
arterial, sino también como el que pudiera causarla. Los rifiones, derecho e
izquierdo, estan situados a los lados de la columna vertebral, a la altura de las dos
ultimas vértebras dorsales y de las dos primeras lumbares, aplicados a la pared
posterior y alta del abdomen, por detras del peritoneo (Quiroz, 2010). En la regién
medial existe una muesca denominada hilio, a través de la cual penetra la arteria
renal y salen la vena renal y el uréter. Cada riidn esta cubierto por una capsula
dura, fibrosa y rigida de tejido conectivo que sirve para limitar los cambios de
volumen que pueden producirse en respuesta a cualquier elevacion de la presion
arterial, se divide en dos regiones; la corteza y una region interna que se divide en

la médula y la pelvis renal (Pocock, 2005).

La pelvis renal contiene los vasos sanguineos principales del rifidn y es la
region donde se origina el uréter. La médula esta dividida en masas conicas
llamadas piramides renales. El vértice o papila de cada piramide esta situado en el
espacio central de la pelvis renal, que recoge la orina antes de su paso hacia la
vejiga. El espacio central se divide en calices que recogen la orina de las papilas
renales. Los rifiones reciben un importante aporte sanguineo de la aorta
abdominal a través de las arterias renales. Su drenaje venoso es a través de las

venas renales y hacia la vena cava inferior (Pocock, 2005).
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La circulacién renal esta regulada por nervios procedentes tanto de la
divisidon parasimpatica como de la division simpatica del sistema nervioso
auténomo. Los rifiones forman la parte superior del tracto urinario y la orina que
producen llega a la vejiga a través de los uréteres. La vejiga acumula
continuamente orina y vacia periddicamente su contenido a través de la uretra

bajo control de un esfinter externo (Pocock, 2005).

En la disposicion de la circulacion renal, la arteria renal penetra en el riidn
por el hilio y se ramifica para formar las arterias interlobulares, que originan las
arterias arqueadas, circulan alrededor de la region mas externa de la médula. Las
arterias arqueadas se contindan en las arterias corticales radiales o arterias
interlobulares, que ascienden hacia la capsula renal y se ramifican por el camino
para formar las arteriolas aferentes de la capsula de Bowman. Las arteriolas
aferentes son el origen de los capilares contenidos en la capsula de Bowman, que

vuelven a unirse para formar las arteriolas eferentes (Pocock, 2005).

Las arteriolas eferentes de la parte mas externa de la corteza dan lugar a
una rica red de capilares que rodea los tubulos renales. La sangre procedente de
estos capilares peritubulares drena, en primer lugar, a las venas estrelladas y a
través de ellas, a las venas corticales radiales y a las venas arqueadas. En
cambio, las arteriolas eferentes proximas a la médula originan diversos vasos
rectos descendentes (vasa recta) que se encargan de irrigar las regiones
medulares interna y externa. La sangre procedente de los vasos rectos

ascendentes drena a las venas arqueadas (Figura 4) (Pocock, 2005).
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Figura 4. Circulaciéon renal. Seccion de rifidn humano que muestra los principales vasos que
aportan el riego sanguineo al rindn y esquema de la microcirculacién de cada nefrona (Modificado
de Barret et al., 2013, Guyton et al., 2011).

En los rifiones sucede la reabsorcion regulada lo que les permite reciclar al
plasma de modo selectivo, los iones y el agua para mantener la homeostasis. A
través del equilibrio entre la captacion de estas sustancias y su excrecion urinaria,
de acuerdo con el principio de equilibrio masas. Esta ley establece que la cantidad
de una sustancia en el cuerpo permanece constante, su ganancia (entrada) y su
pérdida (salida) deben estar compensadas. Cuando el balance de masas se
rompe, la homeostasis es responsable de retornar los sistemas a sus niveles
normales, por los mecanismos fisioldgicos de retroalimentacién positiva y negativa
(Gal Iglesias, 2007).

La funcion renal se puede dividir en varias areas generales (Silverthorn,
2008):

1. Regulacién del volumen del liquido extracelular y de la presion arterial:
si el volumen del liquido extracelular disminuye, la presion arterial

también se reduce. Si ambos disminuyen demasiado el cuerpo no
12



puede mantener el flujo sanguineo adecuado para irrigar todo el
cuerpo. Los rifiones trabajan en conjunto con el aparato cardiovascular
para lograr que la presion arterial se mantenga dentro de los valores

aceptables.

Regulacion de la osmolaridad; el funcionamiento renal integra ciertas
reacciones como la sed, para mantener la osmolaridad de la sangre

en un valor cercano a 290 mOsm.

Mantenimiento del equilibrio i6nico; los rifiones mantienen las
concentraciones de los iones fundamentales dentro de un rango
normal al equilibrar la captacién de la ingesta y la eliminacién urinaria.
El sodio (Na*) es el principal i6n que participa en la regulacién del
volumen del liquido extracelular y de la osmolaridad. Las
concentraciones de potasio (K*) y calcio (Ca?*) también se regulan en

forma estricta.

Regulacion homeostéatica del pH; si el liquido extracelular se torna
demasiado &cido, los rifiones eliminan H* y retienen los iones
bicarbonato (HCOs’), que actua como amortiguador del pH. Por el
contrario, cuando el liquido extracelular se torna muy alcalino, los
rinones eliminan HCOs y retienen H*. Aunque no lo corrigen de

manera tan rapida como lo hacen los pulmones.

Excrecidn de desechos; los rifiones eliminan los productos de desecho
metabdlicos y sustancias extrafias al organismo; como los farmacos y

toxinas ambientales.

Produccién de hormonas; las células renales sintetizan eritropoyetina,
la hormonal/citocina que regula la sintesis de glébulos rojos. También
liberan renina, una enzima que regula la producciéon de hormonas que
participan en la homeostasis de la presion arterial y del equilibrio del
sodio. Las enzimas renales ayudan a convertir la vitamina D3 en una
hormona que regula el equilibrio del Ca?* llamada calcitriol.

13



Los nervios renales pasan adyacentes a los vasos sanguineos renales
conforme entran en el rindn. Contienen varias fibras eferentes simpaticas
posganglionares procedentes de la cadena paravertebral simpatica T12-L2 vy
algunas fibras aferentes. Asimismo, hay una inervaciéon colinérgica a través del

nervio vago (Barret et al., 2013).

El tono de los vasos sanguineos es mediado por el sistema nervioso
autéonomo, la presion arterial esta controlada estrechamente por dos tipos de
mecanismos reguladores, la regulacion rapida hormonal por el sistema nervioso
simpatico, que se produce principalmente a través de los efectos del sistema
nervioso sobre la resistencia vascular periférica total, la capacitancia y sobre la
capacidad de la bomba cardiaca. El control a largo plazo del volumen sanguineo
esta mediado principalmente por los rifiones (Pocock, 2005). Este control a largo
plazo de la presion arterial esta intimamente relacionado con la homeostasis del
volumen de liquido en el organismo, que esta determinada por el balance entre la

ingestion y la eliminacion de liquidos (Hall et al., 2006).

El sistema de liquidos renal-corporal para el control de la presion arterial
actua de forma lenta, si el volumen de sangre aumenta y la capacitancia vascular
no se altera, la presion arterial también aumenta. No obstante, cuando ésta
aumenta demasiado, el rifidn excreta simplemente el exceso de volumen hacia la
orina y alivia la presion sanguinea. Cuando la presion es baja, el rifion excreta
menos liquido del que ingiere. La eliminacion renal de agua, se conoce como
diuresis por presion y el aumento de la presion arterial también provoca un
aumento aproximadamente igual de la eliminacion de sodio, que es el fendmeno
de natriuresis por presion. La eliminacion de agua y sal debe ser igual a la
ingestion, el cambio de nivel de ingestion de sal y agua también puede cambiar la

presion arterial, reduciéndola o aumentandola (Guyton et al., 2011).

El efecto del aumento crénico en la presion renal sobre la eliminacién de
orina, se debe a que el aumento de la presion no soélo tiene efectos
hemodinamicos directos en los rifiones para incrementar la excrecidon, sino

también efectos indirectos mediados por cambios nerviosos y hormonales que
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tienen lugar cuando aumenta la presion de la sangre. Por ejemplo, un aumento en
la presion arterial reduce la actividad del sistema nervioso simpatico y de varias
hormonas, como la angiotensina Il y la aldosterona, que tienden a reducir la
excrecion de sal y agua a través de los rifiones. Por el contrario, cuando la presion
arterial se reduce, el sistema nervioso simpatico se activa y se incrementa la
formacion de hormonas antinatriuréticas, lo que se afnade a los efectos directos de
reduccion de la presion para disminuir la eliminacion renal de sal y agua. Esta
combinacion de efectos directos de la presion en los rifiones y efectos indirectos
de la presion en el sistema nervioso simpatico y varios sistemas hormonales, hace
que la natriuresis y la diuresis por presion sean los mas importantes para el control
a largo plazo de la presion arterial y los volumenes de liquidos del organismo
(Guyton et al., 2011).

La importancia de las influencias neurales y hormonales en la natriuresis
por presion es evidente especialmente durante los cambios cronicos en la ingesta
de sodio. Por ejemplo, la reduccién quirdrgica de la masa renal o la lesién en el
rindn debida a hipertension, diabetes y diversas enfermedades renales hacen que
la presion sanguinea sea mas sensible a los cambios en la ingesta de sal (Guyton
et al., 2011).

Muchas veces el aumento de la resistencia periférica total induce también
una mayor resistencia vascular intrarrenal, lo que altera la funcién del rifidn y
provoca hipertension. Pero el culpable es el aumento de la resistencia renal por el
dafio ya provocado, no el aumento de la resistencia periférica total. Los trastornos
vasculares de los rifiones incluyen la oclusion parcial o completa de los vasos de
calibre grande, mediano o pequefio que suelen afectar a los glomérulos y como
consecuencia de estas alteraciones, se desarrolla una insuficiencia renal
progresiva asi, la hipertensién arterial produce mas hipertension arterial (Guyton et
al., 2011; Mark, 2007).

El exceso de liquido puede elevar la presién arterial al aumentar el gasto
cardiaco o la resistencia periférica total y si la capacidad vascular no se

incrementa simultaneamente resulta en la elevacion del volumen del liquido
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extracelular; acrecienta el volumen de sangre, que a su vez, intensifica la presion
de llenado de la circulacion, que eleva el retorno venoso de sangre hacia el
corazon, vigoriza el gasto cardiaco, y sube la presion arterial. El aumento en la
presion arterial también incrementa la excrecién renal de sal y agua devolviendo el
liquido extracelular a valores casi normales en condiciones fisioldgicas (Figura 5);
pero cuando la funcién renal ha sido alterada provoca una elevacion considerable

de la presion arterial (Guyton et al., 2011).
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Figura 5. Secuencia grafica del control de la presién arterial a nivel renal. Pasos fisiologicos
secuenciales fisiolégicos por los que se regula la presion arterial (Modificado de Guyton et al.,
2011).

A medida que se acumula la sal en el organismo aumenta indirectamente el
volumen de liquido extracelular, aumenta la osmolalidad del liquido, lo que a su
vez, estimula el centro de la sed en el cerebro, haciendo que esta persona beba
cantidades extra de agua para normalizar la concentracion extracelular de sal,
aumentando el volumen de liquido extracelular. EI aumento de la osmolalidad
causado por el exceso de sal en el liquido extracelular también estimula el
mecanismo secretor del eje hipotalamo-hipéfisis posterior para segregar
cantidades mayores de hormona antidiurética. A su vez, la hormona antidiurética
provoca la reabsorcion renal de cantidades mucho mayores de agua del liquido

tubular renal, lo que disminuye el volumen excretado de orina, pero aumenta el
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volumen de liquido extracelular, lo que provoca una elevacion considerable de la

presion arterial (Guyton et al., 2011).

1.3. Sistema renina-angiotensina

Los rifiones ademas de tener la capacidad de controlar la presion arterial a
través de los cambios de volumen del liquido extracelular. También tienen otro
mecanismo potente para controlar la presion arterial, el sistema renina-
angiotensina. Este sistema es un componente central de las respuestas
fisiolégicas y patologicas del sistema cardiovascular. Su activacion desempefia un
papel importante en la génesis de la disfuncion vascular en los hipertensos
(Velasco et al., 2001).

La renina se sintetiza y almacena en una forma inactiva conocida como
prorrenina en las células yuxtaglomerulares por estimulacién (3 adrenérgica de los
rinones. Las células yuxtaglomerulares son miocitos lisos modificados situados en
las paredes de las arteriolas aferentes, inmediatamente proximales a los
glomérulos. Cuando desciende la presion arterial se producen una serie de
reacciones intrinsecas de los rifiones que provocan la escision de moléculas de
prorrenina de las células yuxtaglomerulares hasta la liberacién de renina, la mayor
parte entra en la circulacion sanguinea renal para circular después por todo el
organismo. No obstante, quedan pequefas cantidades de renina en los liquidos

locales del rifion que inician varias funciones intrarrenales (Guyton et al., 2011).

La aspartil proteasa renina es una enzima y no una sustancia vasoactiva,
que actua sobre otra proteina plasmatica, una globulina denominada sustrato de
renina o angiotensinégeno, para liberar un péptido de 10 aminoacidos, la
angiotensina |, que tiene propiedades vasoconstrictoras moderadas, no suficientes
para provocar cambios en la funcién circulatoria. La renina persiste en la sangre
durante 30 minutos hasta 1 hora y continua provocando la formacién de aun mas
angiotensina | durante todo este tiempo. Unos segundos a minutos después de la
formacion de angiotensina | se escinden otros dos aminoacidos a partir de la

angiotensina | para formar el péptido de 8 aminoacidos: la angiotensina Il. Esta

17



conversidon se produce en gran medida en los pulmones y es catalizada por una
enzima denominada enzima convertidora de la angiotensina, una dipeptidil
carboxipeptidasa que esta presente en el endotelio de los vasos pulmonares.
También, otros tejidos como los rifilones y los vasos sanguineos, contienen a la
enzima convertidora y forman angiotensina |l localmente. La angiotensina Il no
s6lo media los efectos fisiolégicos inmediatos de la vasoconstriccion y la
regulacion de la presion de la sangre, sino que también esta implicada en la
inflamacién, disfuncion endotelial, aterosclerosis, hipertension e insuficiencia

cardiaca congestiva (Guyton et al., 2011; Mehta et al., 2007).

La angiotensina Il es una sustancia vasoconstrictora muy potente, que
aumenta la presion sanguinea inclusive mas que la noradrenalina, no obstante,
tiene una vida media biolégica en la circulacidon que va de 15 a 60 segundos,
porque se inactiva rapidamente por varias enzimas tisulares y sanguineas,
llamadas angiotensinasas. La degradacion de la Ang Il por éstas aminopeptidasas
lleva a la formacion de la angiotensina Ill y angiotensina IV (Ang Ill y Ang IV,
respectivamente) cuya actividad biolégica es poco conocida. La angiotensina Il
tiene dos efectos principales que pueden elevar la presién arterial. El primero de
ellos, es la vasoconstriccion de varias zonas del organismo, la cual es muy intensa
en las arteriolas y mucho menor en las venas. La constriccion de las arteriolas
aumenta la resistencia periférica total, con lo que aumenta la presion arterial.
Ademas, la constriccion leve de las venas favorece el incremento del retorno de
sangre venosa hacia el corazon, con lo que se facilita la funcion de bomba
cardiaca contra una presién en aumento. El segundo efecto es el descenso de la
excrecion, tanto de sal como de agua por los rifiones, o que aumenta lentamente
el volumen del liquido extracelular, lo que después aumenta la presion arterial

durante las horas y dias sucesivos (Guyton et al., 2011; Diaz et al., 2006).

El sistema vasoconstrictor renina-angiotensina requiere unos 20 minutos
para estar totalmente activado, por lo que su control sobre la presién sanguinea es
mas lento que el de los reflejos nerviosos y el sistema simpatico noradrenalina-

adrenalina. La angiotensina Il tiene varios efectos renales directos que hacen que
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los rifiones retengan sal y agua. Uno de los efectos principales es contraer las
arteriolas renales, con lo que disminuye el flujo sanguineo a través de los rifiones.
El flujo lento de sangre reduce la presion de los capilares peritubulares, lo que
provoca una reabsorcion rapida de liquido desde los tubulos. También tiene
acciones directas importantes sobre las propias células tubulares, aumentando la
reabsorcion tubular de sodio y agua. El resultado total de todos estos efectos es
significativo, un descenso de la produccidon de orina que llega a ser menor de la

quinta parte de lo normal (Guyton et al., 2011).

La angiotensina Il es uno de los factores estimulantes mas potentes de la
secrecion de aldosterona por las glandulas suprarrenales, por tanto, la velocidad
de secrecion de aldosterona aumenta también cuando se activa el sistema renina-
angiotensina. Una de las funciones consecuentes de la aldosterona consiste en
lograr un aumento importante de la reabsorcion de sodio en los tubulos renales,
con lo que aumenta el sodio en el liquido extracelular. Este aumento de sodio
provoca a su vez la retencion hidrica, aumentando el volumen de liquido
extracelular y provocando secundariamente una elevacion crénica de la presion
arterial (Figura 6). El sistema renina-angiotensina es un mecanismo automatico de
retroalimentaciéon que mantiene la presion arterial en un nivel normal o casi normal
incluso cuando aumenta la ingestion de sal. Cuando la ingestidén de sal disminuye
por debajo de lo normal se consiguen efectos exactamente opuestos (Guyton et
al., 2011).
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Figura 6. Sistema renina angiotensina aldosterona en la regulacion de la presion arterial.
Sucesos que conducen al aumento de la presién arterial (modificado de Antranik, 2012).

La angiotensina Il tiene efectos importantes sobre el balance de liquidos y
la presion arterial mas alla de estimular la secrecion de aldosterona, lo que
destaca las funciones integradas de los sistemas renal y cardiovascular. La
angiotensina |l aumenta la presion arterial tanto de forma directa como indirecta a

través de cuatro vias adicionales (Silverthorn, 2008):

1.- La angiotensina Il aumenta la secrecion de vasopresina. Los receptores
de angiotensina Il en el hipotalamo inician este reflejo. La retencion de liquido en
el rindbn bajo influencia de la vasopresina ayuda a conservar el volumen

sanguineo, lo que mantiene asi la presion arterial.

2.- La angiotensina Il estimula la sed. La ingestion de liquidos es una
respuesta conductual que expande el volumen sanguineo y eleva la presidn

arterial.
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3.- La angiotensina Il es uno de los vasoconstrictores mas potentes
conocidos. La vasoconstriccion eleva la presion sanguinea sin cambios en el

volumen sanguineo.

4.- La activacion de los receptores de angiotensina Il en el centro de control
cardiovascular aumenta la eferencia simpatica hacia el corazén y los vasos
sanguineos. La estimulacion simpatica aumenta el volumen y la vasoconstriccion y

ambos aumentan la presion arterial.

La estimulacidn aguda con angiotensina Il regula la homeostasis sal/agua,
la vasoconstriccion, modulando la presién sanguinea, mientras que la estimulacién
cronica promueve la hiperplasia y la hipertrofia de las células del musculo liso
vascular, la hipertrofia cardiaca, la reduccion de la fibrindlisis y la fibrosis renal. La
mayoria de los efectos fisiologicos conocidos de la angiotensina Il estan mediados
por los subtipos de receptores de angiotensina: el receptor AT+ (359 aminoacidos
~41 kD) y el receptor ATz (363 aminoacidos ~44 kD), los cuales pertenecen a la
superfamilia de receptores membranales acoplados a proteinas G. Ademas de
estos, existen otros dos receptores membranales para la Ang Il: el receptor ATs y
el receptor AT4. También denominados receptores atipicos, los cuales son
capaces de unir a la Ang Il, y a sus productos: la Ang Ill y la Ang IV. La
distribucion del receptor AT1 ha sido estudiada extensamente, reconociéndose en
la actualidad en la mayoria de los tejidos en humanos, primates y roedores, siendo
ademas el tipo predominante en los adultos en todos los 6rganos, incluyendo el
higado, las glandulas suprarrenales, el cerebro, los pulmones, rifones, corazén y
vasculatura. El receptor AT1 es el encargado de mediar la mayoria de las acciones
conocidas de la Ang Il como son la vasoconstriccion y el incremento en la

proliferacion celular (Diaz et al., 2006).

Los pacientes con un desequilibrio en la homeostasis del sistema renina
angiotensina también presentan disminucion de la sensibilidad a la insulina. La
capacidad del receptor de la insulina para autofosforilarse y fosforilar otras
sustancias resulta en la activacion de vias que guian efectos metabdlicos,

transcripcionales y mitogénicos de la insulina, e interferencias en su sefalizacion
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podria incapacitar su metabolismo. También se ha demostrado que la
angiotensina |l aumenta la fosforilacion de residuos de serina en la subunidad 3

del receptor de insulina (Mehta et al., 2007).

Una vez que la angiotensina Il se une a su receptor, se activa una serie de
cascadas de sefalizacion. La evidencia muestra que cuando es activado por un
agonista, el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) se une a los complejos Gag/11,
Ga12/13, y GBy, que activan la fosfolipasa C (PLC), la fosfolipasa A2 (PLA2) y la
fosfolipasa D (PLD). La activacion de PLC produce inositol-1, 4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a su receptor en el reticulo sarcoplasmico,
permitiendo la apertura de canales de calcio y el eflujo de este al citoplasma. El
calcio se une a la calmodulina y activa a la cinasa de cadena ligera de la miosina
(MLCK), fosforilando la cadena ligera de la miosina, causando contraccion de las
células del musculo liso. La activacion de la PLD, también resulta en la hidrolisis
de la fosfatidilcolina (PC) a colina y acido fosfatidico (PA). EI PA se convierte
rapidamente en DAG, que conduce a la activacion de la proteina cinasa C (PKC) y

la contraccion muscular sostenida (Mehta et al., 2007).

Se ha observado que las vias de senalizacion de PLC/PLD presentan
actividad incrementada en ratas hipertensas en comparacion con ratas controles,
lo que sugiere que las alteraciones en los segundos mensajeros de proteinas G
pueden desempefar un papel en la patogénesis de la hipertension. Ademas,
muchos de los efectos patoldgicos de la angiotensina Il en la vasculatura ocurren
a través de la activacion de la NADPH oxidasa y la generacidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como i6n superoxido (O2) y peréxido de hidrégeno
(H202). Ahora se conoce que las ROS son potentes segundos mensajeros
intercelulares e intracelulares que median la senalizacion en vias que causan la
hipertension, la inflamacion de los vasos y la aterosclerosis. Una de las
consecuencias del superoxido generado por la angiotensina |l, es la inactivacion
del oxido nitrico (NO) en las células endoteliales y en las células del musculo liso

vascular (Figura 7). Por lo tanto, las interacciones entre la sefializacién de Ang Il y
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las ROS conducen a cambios estructurales y funcionales de la vasculatura y son

criticas en la patologia vascular (Mehta et al., 2007).

Como ya se ha establecido que la angiotensina Il eleva la presion arterial,
se han buscado herramientas farmacéuticas para bloquearla, como los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina. Estos inhibidores son péptidos o
derivados peptidicos y su principal mecanismo de accion es bloquear el sitio activo
de la enzima, por lo que se inhibe la conversién de angiotensina | a angiotensina
Il, ayudando a relajar los vasos sanguineos y disminuir la presion arterial. Por lo
cual, también disminuyen los niveles plasmaticos de aldosterona, la reabsorcion
de Na' y finalmente disminucion del liquido extracelular, lo que reduce la
resistencia periférica por la activacion de las propiedades natriuréticas de la
bradicinina (Silverthorn, 2008; Velasco et al., 2001).

Los inhibidores de la enzima convetidora de angiotensina se unen al ion
zinc localizado en el sitio activo de la molécula de la enzima convertidora de
angiotensina y de acuerdo con el ligando del zinc, se pueden clasificar en tres
tipos: farmacos que contienen sulfidrilo como el captopril (por ejemplo, fentiapril,
pivalotril, etc.), farmacos que contienen dicarboxilo como el enalapril (por ejemplo,
lisinopril, benazepril, quinapril, etc.) y farmacos que contienen fosforo como el

fosinopril (Velasco et al., 2001).
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Figura 7. Participacion de la angiotensina Il en la patologia vascular. La Ang Il ejerce sus
multiples efectos en la modulacion de la fisiologia y patologia cardiovascular mediante la induccion
de vias de sefializacion en las células del musculo liso vascular, las células endoteliales y los
fibroblastos cardiacos; afectando su interaccién con la matriz extracelular. La convergencia de
estas cascadas de eventos, ademas de anomalias en el sistema de coagulacion, conduce en
ultima instancia a aterosclerosis y trombosis con el desarrollo final de signos clinicamente
observables y sintomas de enfermedad cardiovascular (Modificado de Mehta et al., 2007).

1.4 Efectos mediados por los receptores adrenérgicos

Dos tipos principales de receptores transmembranales, los receptores
adrenérgicos a y 3, median la mayoria de las sefiales biolégicas generadas por el
sistema adrenérgico en la vasculatura, aunque los dos tipos de receptores se
pueden acoplar a la misma hormona. Estos receptores juegan un papel importante
en la regulacion de las respuestas fisioldgicas y patoldgicas mediadas por las
catecolaminas, en particular en el sistema cardiovascular y urinario. Las hormonas
se almacenan en vesiculas, lo que asegura su liberacion regulada y tienen una
vida media limitada; la adrenalina solo dura unos pocos segundos (a diferencia de
la insulina que puede durar muchas horas). Las catecolaminas permiten la
regulacion de la frecuencia del latido cardiaco y de la presiébn sanguinea,
liberacion de glucosa y acidos grasos desde los sitios de almacenamiento. Por lo
que el tono vascular resulta de interacciones entre los receptores de control

endoteliales y el sistema nervioso (Black et al., 2014; Becker et al., 2006).
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Las catecolaminas incluyen a la dopamina, y a las hormonas noradrenalina
y adrenalina, todas ellas derivadas de la hidroxilacién y la descarboxilacion del
aminoacido tirosina, la dopamina se puede convertir en noradrenalina, y la
noradrenalina en adrenalina. Esto puede suceder en las neuronas
noradrenérgicas; la dopamina es transportada hacia las vesiculas sinapticas
donde es convertida en noradrenalina por la dopamina-B-hidroxilasa. Las
neuronas del sistema nervioso central, al igual que las células de la médula
suprarrenal, contienen la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa, que
convierte la noradrenalina en adrenalina. La noradrenalina tiene mas afinidad por
los receptores adrenérgicos a en tanto que la adrenalina es de 10 a 50 veces mas
potente que la noradrenalina en los receptores adrenérgicos B. Las catecolaminas
también se sintetizan en la glandula suprarrenal por las células cromafines que las
secretan directamente en la corriente sanguinea (Figura 8). La sinapsis que usan
estos neurotransmisores se denomina sinapsis adrenérgica (Black et al., 2014;
Becker et al., 2006; Barret et al., 2013).
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Figura 8. Corte de la glandula suprarrenal. Se observan la médula y corteza con las hormonas
que secretan (Modificado de Barret et al., 2013).

Los adrenoreceptores son receptores acoplados a proteinas G (GPCR) con
actividad GTPasa, que se integran en la membrana plasmatica como una haz de
siete hélices a. Se denominan asi debido a que la unién al receptor produce un
cambio en su conformacion que activa a alguna proteina G en particular, es el
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grupo mas grande de receptores de superficie celular en los mamiferos y que
comprenden >1% del genoma humano. Podemos describir a las proteinas G como
un tipo de interruptor molecular cuyo estado encendido o apagado depende de si
la proteina estd unida a GTP o a GDP. Los receptores adrenérgicos se han
dividido en tres tipos principales: a1, a2 y B, en funcién de la selectividad del
ligando, su afinidad por agonistas y antagonistas, los segundos mensajeros, el
acoplamiento a proteinas G (Gq, Gi y Gs, respectivamente) y la secuencia de
aminoacidos (Becker et al., 2006; Goodman y Gilman, 2012; Lynch et al., 2008).

Si bien, los receptores a y B se consideran clases de receptor y a1 y az se
consideran subtipos. Las isoformas de receptores a1a, Q1B y Q1D Y O2a, O28 Y O2C
difieren poco en cuanto a sus propiedades bioquimicas, aunque es diferente su
distribucion en los tejidos. Los subtipos de receptores adrenérgicos B1 y PBs
muestran diferencias tanto en la distribucion y regulacion en los tejidos, como en la
fosforilacién de proteinas G y PKA (proteina cinasa dependiente de AMP ciclico).
En los dominios que abarcan la membrana, los tres receptores adrenérgicos a1
comparten una identidad cercana a 75% en cuanto a los residuos de aminoacidos,
al igual que los tres receptores a2 (Becker et al., 2006; Goodman y Gilman, 2012;
Lynch et al., 2008).

Los receptores de este tipo tienen la misma orientacién en la membrana (el
extremo N-terminal de la proteina esta expuesto al fluido extracelular), contienen
siete regiones transmembrana helicoidales similares: cuatro segmentos
extracelulares y cuatro segmentos citosélicos. El segmento carboxilo terminal y el
bucle citosolico largo entre los segmentos helicoidales 5 y 6 crean el sitio de la
interaccion con una proteina G trimérica. La union del ligando causa que estas
hélices cambien su conformacién y se muevan una respecto a la otra (Figura 9)
(Becker et al., 2006; Lodish, 2004).
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Figura 9. Receptores adrenérgicos. Todos los receptores adrenérgicos son GPCR con siete
dominios transmembrana. Se muestra una representacion de cada tipo, cada uno tiene tres
subtipos: a1a, Q1B Yy Q1D; O2a, 028 Y dzc Y B1, B2 Y Bs (Modificado de Goodman y Gilman, 2012).

Es crucial para la comprension de los diversos efectos de las catecolaminas
y los farmacos simpaticomiméticos relacionados, discernir la clasificacion vy
propiedades de los diferentes tipos de receptores adrenérgicos. Aunque tienen
relacion estructural, los diferentes receptores regulan distintos procesos
fisiologicos al controlar la sintesis o liberacién de diversos segundos mensajeros
(Goodman y Gilman, 2012).

Los adrenoceptores a1 estan presentes en muchos tejidos; el subtipo a1a
se localiza en el corazén, higado, musculo liso, vasos sanguineos, pulmén,
conducto deferente, prostata, cerebelo, corteza cerebral e hipocampo. Los
receptores a1 juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis,
es el subtipo predominante que causa contraccion del musculo liso vascular, es
responsable de la estructura y crecimiento del corazon, causa vasoconstriccién de
arteriolas grandes de resistencia en el musculo estriado. Es el receptor
predominante que causa vasoconstriccion en muchos lechos vasculares, lo que
incluye las siguientes arterias: mamaria, mesentérica, esplénica, hepatica,
epiploica, renal, pulmonar y coronaria epicardica. También es el subtipo
predominante en la vena cava y en las venas safena y pulmonar. La ubicacién del
gen en el cromosoma humano que codifica para el receptor a1 es 8p21-p11.2

(Goodman y Gilman, 2012).
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El subtipo a1s es encontrado en el riiidn, bazo, pulmon, vasos sanguineos y
tronco del encéfalo, es el mas abundante en el corazon, favorece el crecimiento y
estructura cardiacos. La ubicacion del gen en el cromosoma humano es 5q23-q32.
El receptor aip se ubica en plaquetas, prostata, aorta, arterias coronarias, corteza
cerebral e hipocampo. Es el receptor predominante que causa vasoconstriccion en
la aorta y en arterias coronarias, su gen se localiza en el cromosoma 20p13
(Goodman y Gilman, 2012).

Las respuestas que siguen a la activacién de los tipos de receptores a1
adrenérgicos resultan en la generacion de segundos mensajeros a través de la via
Gq-PLC-IPs. Las subunidades Gq (011, a14, a16, cuyo peso molecular oscila entre
39 y 52 kDa) activan todas las formas de fosfolipasa C; también pueden activar los
miembros de la familia de la PLD y PLAz, la PLC cual cataliza la produccion de
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) por hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato en la membrana plasmatica (Figura 10). El inositol trifosfato, un producto
hidrosoluble, difunde desde la membrana plasmatica al reticulo endoplasmico,
donde se une a receptores especificos de IP3 y provoca la apertura de canales de
calcio del reticulo endoplasmico. El calcio es asi liberado al citosol y su
concentracion citosélica aumenta rapidamente hasta 10® M. Un efecto de la
concentracion de calcio elevada es la activacién de la PKC, la cual fosforila varios
sustratos, lo que incluye proteinas de membrana como conductos, bombas,
proteinas de intercambio idnico; por ejemplo, transporte de Ca?* con ATP asa. El
diacilglicerol coopera con el calcio en la activacion de la PKC, por lo que también
actua como segundo mensajero; el cual se regula frecuentemente a través de
otras vias sensibles a la calmodulina como las CaM cinasas (Nelson y Cox, 2013;
Goodman y Gilman, 2012).
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Figura 10. Sintesis de DAG e IP; del fosfatidilinositol (IP) de la membrana. Cada PI cinasa
unida a membrana coloca un fosfato (circulos amarillos) sobre un grupo hidroxilo especifico en el
anillo de inositol, produciendo inositol fosfato (Modificado de Lodish, 2004).

En la mayor parte de musculo liso el incremento en la concentracion
intracelular de Ca?* finalmente causa contraccion, como consecuencia de la
activacion de las proteinas cinasas sensibles a Ca?*, como la cinasa de miosina
de cadena ligera dependiente de calmodulina; la fosforilacion de la cadena ligera
de miosina se asocia con el desarrollo de tension. Los receptores ai también
activan MAPK (mitogen-activated protein kinases) y otras cinasas como PI3 lo que
produce efectos importantes en la proliferacion y crecimiento celulares, se les ha
implicado en la sintesis de proteinas, la transcripcion de genes y la supervivencia
celular, por ejemplo, la estimulacién prolongada de los receptores a1 favorece el
crecimiento de los miocitos cardiacos y de las células de musculo liso vascular. En
el higado estos receptores modulan la glucogendlisis, gluconeogénesis, sintesis
de urea, metabolismo de acidos grasos, y sintesis y secrecion de proteinas
(Goodman y Gilman, 2012; Garcia-Sainz et al., 1999).

Otra propiedad importante de los receptores fisioldgicos es su capacidad
para amplificar de manera significativa una sefal fisiolégica. ElI primer efecto
observado de los adrenoceptores a2 fue la inhibicion de la actividad de la
adenililciclasa; ya sea a través de subunidades Gio 0 por estimulacion directa débil
de Gs. El subtipo a2a es encontrado en plaquetas, neuronas simpaticas, ganglios
autébnomos, pancreas, vasos coronarios, y en el sistema nervioso central (en el

locus ceruleus del tronco del encéfalo) y en la médula espinal. Es el receptor
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inhibidor predominante en las neuronas simpaticas, también es responsable de
vasoconstriccion de los vasos precapilares pequefios en el musculo estriado,
desempena una funcion importante al inhibir la liberacién de noradrenalina de las
terminales nerviosas simpaticas y suprimir los estimulos simpaticos eferentes
desde el encéfalo, produciendo hipotensién. Probablemente en el sistema
nervioso central también produce efectos antinociceptivos, sedacién, hipotermia,
hipotensidn y acciones conductuales propias de los agonistas az. La ubicacién de

su gen en el cromosoma humano es 10924-q26 (Goodman y Gilman, 2012).

El adrenoreceptor a2 es el receptor predominante que media la
vasoconstriccidn az. Se localiza en el higado, rindn, pancreas, plaquetas, vasos
sanguineos, vasos coronarios y en el sistema nervioso central (en el diencéfalo).
La ubicacién de su gen en el cromosoma humano es 2g12-q13. El subtipo axc es
el receptor que modula predominantemente el efecto de la dopamina e inhibe la
liberacion de catecolaminas de la médula suprarrenal. Se situa en los nucleos
basales, corteza cerebral, cerebelo e hipocampo. La ubicacion de su gen en el
cromosoma humano es 4p16 (Goodman y Gilman, 2012). Estas respuestas son
reguladas a través de una variedad de vias de sefializacién corriente abajo,
incluyendo la inhibicion de la adenilciclasa, el bloqueo de canales de calcio tipo L y
la activacion de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Lynch et al.,
2008).

Los receptores adrenérgicos B son proteinas que regulan numerosas
respuestas funcionales, incluida la frecuencia cardiaca y contractilidad, relajacién
del musculo liso, crecimiento y multiples eventos metabdlicos en numerosos
tejidos, incluyen a las células adiposas, hepaticas y de musculo estriado. Los tres
subtipos de receptores (B1, B2 y B3) se acoplan con la proteina Gs y activan la
adenililciclasa. Estudios mas recientes sugieren que tanto los adrenoceptores B2 y
B3 también son capaces de exhibir un acoplamiento dual a la proteina Gs y Gi. Los
receptores pueden diferir en cuanto a sus vias de sefalizacion intracelular y

ubicacién subcelular; el subtipo (31 es el receptor predominante en el corazén que
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produce efectos inotrépicos y cronotropicos positivos (Goodman y Gilman, 2012;
Lynch et al., 2008).

La localizacion histica de los receptores B esta en el corazén, rifones,
adipocitos, musculo estriado, nucleo olfatorio, corteza cerebral, nicleo cerebeloso,
tronco del encéfalo y médula espinal. La ubicacion de su gen en el cromosoma
humano es 10p240g26. El subtipo 32 es el receptor abundante de los receptores 3
en las células de musculo liso vascular donde media la relajacién y en el musculo
estriado donde puede mediar la hipertrofia. Hay una mayor densidad de estos
receptores adrenérgicos en los musculos de contraccién lenta que en los
musculos de contraccion rapida. Se encuentran en el corazén, pulmén, vasos
sanguineos, musculo liso bronquial y del tubo digestivo, riidn, musculo estriado,
bulbo olfatorio, corteza piriforme, corteza cerebral e hipocampo. La ubicacion de
su gen en el cromosoma humano es 531-932. El subtipo (B3 tiene dos isoformas
presentes en raton Bsay Bsb, sus efectos son a nivel metabdlico. Se encuentra en
el tejido adiposo, en el tubo digestivo y en el corazén. La ubicacion de su gen en el
cromosoma humano es 8p12-p11.2 (Goodman y Gilman, 2012; Lynch et al., 2008;
Nelson y Cox, 2006).

La unién de la adrenalina a los diferentes subtipos de receptores B
adrenérgicos activa a la proteina Gs, la unién de la adrenalina a su receptor activa
a la proteina Gs, lo que produce la disociacion del complejo GTP-Gsq, €l complejo
entonces se une a la adenilato ciclasa (AC) activandola; la AC es enzima unida a
la membrana que genera cAMP (adenosin monofosfato ciclico) a partir de ATP.
Existen al menos nueve isoformas distintas de adenilato ciclasa (AC1-AC9),
ademas de una forma soluble (sAC). Todas las isoformas de AC muestran una
estructura similar de una region variable NH2 terminal, dos dominios
transmembrana hidréfobos y dos dominios citoplasmicos (cataliticos). Un
incremento en la concentracion de cAMP puede producir efectos diferentes en
distintos tipos celulares. El incremento transitorio en la concentracion de cAMP en
el citosol en el musculo esquelético y en las células hepaticas activa a la PKA

(proteina kinasa dependiente de cAMP) por una fosforilacion dependiente de ATP.
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PKA activa entonces otra cascada de eventos que comienza con la fosforilaciéon
de la enzima fosforilasa kinasa. Esto conduce a la conversién de la glucégeno
fosforilasa de la fosforilasa b, menos activa, a la fosforilasa a, forma mas activa, y
asi, la fosforilasa a entonces cataliza la hidrdlisis fosforolitica del glucdégeno en
moléculas de glucosa-1-fosfato. La senal de cAMP se termina a través de su
hidrolisis a 5 -AMP por las fosfodiesterasas (PDEs) las cuales son activadas por
fosforilacion por PKA (Figura 11). La proteina kinasa dependiente de cAMP
también promueve la fosforilacidon y la activacion de la fosfolipasa que cataliza la
hidrdlisis de los triglicéridos almacenados para producir acidos grasos libres y
glicerol (Becker, et al., 2006; Lynch et al., 2008).

S Noradrenalina
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Adlenam o

9 | ~Receplor
Y i a-adrenergico
e e e o e o

Proteina G |11 779000

Respuestas de

Respuestas de

la célula diana la célula diana
relajacién del contraccion del
miusculo liso, misculo lisg
vasodilatacidn vasoconstriccion
CirosoL calcio-calmodulina
(a) Via del cAMP iniciada por la activacidn (b) Via de incsitol-fosiolipidos-calcio iniciada por la activacion del receptor
de receptores f-adrenérgicos r-adrenérgicos

Figura 11. Estimulacion de vias de transduccion de seiial acopladas a proteinas G por los
receptores adrenérgicos a y . Los dos tipos de receptores se pueden unir a la misma hormona
(adrenalina, noradrenalina), activan distintas vias de transduccion de sefial ya que activan a
distintas proteinas G. (a) Los receptores (3 activan a Gs y estimulan la via de transduccion de sefial
de cAMP. (b) Los receptores a activan a Gp y estimulan la via de transduccién de sefal de inositol-
fosfolipidos-calcio (Modificado de Becker et al., 2006).
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2. ANTECEDENTES

La relacion que existe entre el Sistema Renina Angiotensina (SRA) y el
Sistema Adrenérgico y la implicacion de esta en la génesis de complicaciones
vasculares es un trascendental tema de investigacion que requiere especial
atencion. Durante la ultima década el SRA ha sido reconocido como un importante
sistema que controla las funciones cardiovasculares y renales. La Angiotensina ll;
el péptido clave puede afectar virtualmente todos los 6rganos y participa en el
delicado equilibrio que denominamos salud, asi como en la patogénesis de
diversas afecciones morbidas. Las catecolaminas enddgenas adrenérgicas
(adrenalina 'y noradrenalina) son reguladoras clave de las funciones
cardiovasculares a través de la familia de receptores adrenérgicos, los cuales
producen cambios morfolégicos y funcionales en la vasculatura. Se ha sugerido
que la interaccion entre el SRA y las vias periféricas adrenérgicas, a nivel
vascular, podria ser importante en la hiperreactividad vascular e hipertrofia
(Gallardo-Ortiz et al., 2016).

Algunos datos sugieren una posible interaccion neuro-muscular (vascular)
entre el receptor adrenérgico aip y el receptor AT1. Se sabe que la Angiotensina Il
induce la expresion del receptor adrenérgico aip en células del musculo liso
vascular de aorta aislada de rata y aumenta la sintesis de ADN vy proteinas,
sugiriendo que ambos sistemas podrian estar relacionados con el inicio de la
hipertension. Otros mecanismos de la Ang Il que conducen a la hipertrofia
vascular incluyen la liberacién y la accion de la noradrenalina y varios factores de
crecimiento, ademas de promover la hiperreactividad vascular. La hipotesis de que
las acciones pro-hipertensivas de la Ang |l pueden implicar aumento del receptor
adrenérgico a1p vascular, funcionalmente probado en la aorta aislada de las ratas
SHR prehipertensivas, exhibe aumento de Ang Il en sangre, hipertrofia cardiaca e
hipertension (Gallardo-Ortiz et al., 2016). En este modelo de prehipertensién en
rata (SHR) la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) reduce la

presion arterial, disminuye la hiperreactividad a los agonistas del receptor
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adrenérgico a1 y disminuye tanto el ARNm del receptor adrenérgico aip como su
proteina en la aorta, apoyando la idea de que Ang Il y el receptor adrenérgico aip
actuan combinadamente en el aumento de la presion arterial. La Ang |l ejerce una
clara influencia en el desarrollo de la hipertension a través de receptores
adrenérgicos vasculares. Asi mismo la terapia con dosis bajas de captopril

(inhibidor de la ECA) inhibe este fenomeno (Godinez-Hernandez et al., 2006).

El efecto de la intervencidén del SRA ha sido ensayado en varios modelos de
diabetes; inhibidores de la ECA como el perindopril, zofenopril y enalapril pueden
prevenir la progresiéon de la aterosclerosis diabética. Pruebas en aortas de ratones
hiperglucémicos db/db muestran una sobreregulacion del receptor a angiotensina
Il AT+ y subunidades de la NADPH oxidasa, que pudieron ser normalizadas por
tratamiento cronico con valsartan o enalapril. Sugiriendo que el bloqueo del SRA
regula la expresion del receptor AT+ y suprime la actividad de las NADPH oxidasas
las cuales son el mayor generador de especies reactivas de oxigeno por

angiotensina Il que provocan dafio vascular (Wong et al., 2010).

El rindn es blanco del proceso hipertensivo por la hiperactividad del sistema
renina-angiotensina y por acciones pleiotrépicas de la Ang Il. En este sentido, los
rinones expresan todos los componentes del SRA. El hecho de que la Ang I
cause vasoconstriccidon tanto por accion directa sobre las células del musculo liso
como indirectamente, al facilitar la liberacidon de noradrenalina de las neuronas
simpaticas posganglionares, ha demostrado que la interaccién entre la Ang Il y la
neurotransmision adrenérgica en el modelo SHR determina la alteracion sistémica
y las respuestas hemodinamicas que pueden afectar la funcion renal. Ademas de
que los niveles de proteina del receptor AT+ en la corteza renal y médula,
muestran una disminucion en la SHR adulta, lo que podria contribuir al proceso
hipertensivo o podria ser una respuesta compensatoria a la mayor Ang I
circulante por desensibilizacion de los receptores. Resultados de Castro-Moreno y
colaboradores (2012), concuerdan con los informes en los que la inhibicion de la
ECA y/o el antagonismo del receptor ATi, reducen tanto el desarrollo de la

hipertension como la disfuncion renal en ratas SHR, ya que el SRA intrarrenal
34



puede ser sobre activado, lo que a su vez contribuye al desarrollo de la
hipertension (Castro-Moreno et al., 2012; Gallardo-Ortiz et al., 2016).

La terapia con inhibidores de la ECA y antagonistas del receptor AT+ ha
demostrado ser exitosa en pacientes y ratas con hipertension, nefropatia
diabética, insuficiencia cardiaca e hipertrofia ventricular izquierda. El bloqueo del
sistema renina-angiotensina en el riidn aumenta el flujo sanguineo renal efectivo y
altera la hemodinamica intrarrenal mediante la dilatacion de las arteriolas
eferentes, causando asi una caida de la presion intraglomerular, que explica la
antiproteinuria y la renoproteccion, efectos mas allda de los atribuibles a la

disminucion de la presion arterial por si misma (Castro-Moreno et al., 2012).

En el rifidn, la inhibicion aguda o cronica de la sintesis del NO produce
vasoconstriccién arteriolar y retencién de sodio y agua, asi la deficiencia de NO
esta relacionada con una disminucion del flujo sanguineo renal que contribuye de
esta manera al desarrollo de la hipertension arterial. Al comparar la reactividad a
fenilefrina en la vasculatura renal de ratas normotensas Wistar Kyoto-Yokamoto
(WKY) y espontaneamente hipertensas de 3 y 6 meses de edad, se observa una
disminucién significativa en la respuesta en las ratas espontaneamente
hipertensas, que a lo largo del tiempo condiciona dafio en la barrera glomerular e
incrementa la salida de proteinas, con lo que se modifica el contenido de espacio
intersticial y favorece la retencién de Na* sistémico, por lo que la hipertensién se
establece y la nefropatia hipertensiva progresa a la insuficiencia renal crénica. De
esta manera, la rata WKY posee una mayor capacidad contractil vascular para

accionar los mecanismos de autorregulacion renal (Sosa et al., 2005).

Se ha mostrado que la contraccion mediada por catecolaminas promueve la
proliferacion y la hipertrofia en el musculo liso del sistema urinario y en las células
del musculo liso vascular, asi como de los fibroblastos adventicios. La nefropatia
diabética se caracteriza por una serie de cambios ultraestructurales, incluyendo
dafio glomerular y tubular como hipertrofia, expansibn mesangial,

glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial (Zhao et al., 2014). La literatura
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sobre la expresion del receptor AT1 en el rindbn en condiciones diabéticas es
conflictiva. Varios investigadores han establecido que la densidad del receptor AT+
glomerular se reduce significativamente en la rata diabética inducida por STZ. Sin
embargo, otros estudios mostraron sobrerregulacién del receptor AT+ en modelos
diabéticos, especialmente en el modelo de diabetes tipo 2. Una de las posibles
razones es la secrecion de insulina que es diferente entre el modelo diabético tipo
1 y tipo 2. La insulina provocaria la regulacion positiva del receptor AT1 en las
células mesangiales in vitro, asi como in vivo (Xu et al., 2009). La interaccion de la
Ang Il con los receptores AT+ intrarrenales presentes en las células mesangiales
globulares, células tubulares y células intersticiales, también ha sido implicada en
la progresion de la nefropatia diabética. La ECA glomerular parece estar regulada
positivamente en la diabetes temprana tanto en ratas como en seres humanos y la
hiperglucemia puede aumentar la sintesis de Ang Il de los tubulos proximales
(Wehbi et al., 2001). Existen datos que sugieren que los inhibidores de la ECA
mejoran la funcion selectiva del tamafo de la barrera glomerular en la enfermedad
renal experimental y humana. Una reduccion en la excrecion urinaria de proteinas
se correlaciona con la funcién renal mejorada y la supervivencia en la enfermedad

renal no diabética y diabética (Kumar et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

La incidencia de enfermedades crénico degenerativas como la hipertension
y la diabetes mellitus esta en aumento. Estas patologias son multifactoriales por lo
que se han propuesto diversos mecanismos para explicar su génesis y progresion.
Se sabe que la activacion del sistema renina angiotensina produce un aumento en
la respuesta adrenérgica, que incide directamente sobre la vasculatura durante la
hipertension arterial. Por otro lado, no se conoce si la angiotensina Il influye sobre
la respuesta adrenérgica en el riidn durante la diabetes mellitus. Por lo anterior,
es trascendental abundar en la interaccidn entre la angiotensina Il y la respuesta

adrenérgica en la vasculatura y en el rindn durante esta patologia.

4. HIPOTESIS

La angiotensina Il aumenta la respuesta adrenérgica aip en la aorta y en el

rindn de rata durante la hipertension arterial y la diabetes mellitus.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la influencia de la angiotensina Il en la respuesta

adrenérgica en la hipertension arterial y en la diabetes mellitus.

5.2 Objetivos especificos

o Determinar el efecto de la angiotensina Il sobre la respuesta
contractil adrenérgica en el rifidn aislado de ratas con hipertensién arterial y

con diabetes mellitus.

o Determinar el efecto de la angiotensina Il sobre la respuesta
contractil adrenérgica en la arteria aorta de rata con hipertension arterial y
con diabetes mellitus.
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o Evaluar el efecto de la inhibicion de la angiotensina Il en los
niveles de proteina del receptor a angiotensina Il AT+ en ratas con diabetes

mellitus.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Modelo experimental

Como modelos experimentales se dispuso de ratas macho de la cepa
Wistar de 8 semanas de edad de 300 + 50g de peso para imitar las patologias
bajo situacién controlada. Los animales se alojaron en jaulas a una
temperatura ambiente de 25 + 2° C, con un ciclo de luz oscuridad de 12 h, con
acceso ad libitum de alimento durante todo el estudio y con el control de agua.
Se separaron en jaulas por grupos conforme su tratamiento correspondiente.
Los animales son cuidados conforme a los lineamientos establecidos en las
regulaciones federales para el uso y cuidado de los animales de laboratorio

segun los aspectos normativos; NOM-062-Z00-1999.

6.2 Protocolo experimental

Para los estudios las ratas se dividieron en seis grupos experimentales;
1. Grupo control; normoglucémico y normotenso. 2. Grupo control con
administracion del farmaco captopril. 3. Grupo experimental deficiente de éxido
nitrico con administracion de L-NAME. 4. Grupo experimental deficiente de
oxido nitrico con administraciéon de L-NAME vy captopril. 5. Grupo experimental
de diabetes mellitus inducida por estreptozotocina. 6. Grupo experimental de
diabetes mellitus inducida por estreptozotocina y administracion de captopril,
Tabla 2.
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Tabla 2. Grupos experimentales. Clasificacion de los grupos experimentales con su
correspondiente clave de identificacion.

GRUPOS EXPERIMENTALES CLAVE DEL GRUPO
1|Control normoglucémico y normotenso Control
2|Control con administracion de captopril Captopril
3|Con hipertension arterial L-NAME
4|Con hipertension arterial mas captopril L-NAME + C
5|Con diabetes mellitus STZ
6|Con diabetes mellitus mas captopril STZ+C

Se hizo un registro del consumo de agua diario para ajustar las dosis de
los farmacos correspondientes en relaciéon a su peso. La presion arterial se
midié por el método de pletismografia en la cola de las ratas consientes. El
indice de glucosa se midi6 con tiras reactivas en el glucémetro. Al llegar a la
edad de 12 semanas; después de cuatro semanas de tratamiento las ratas se

sacrificaron para realizar los estudios correspondientes.

6.2.1 Descripcién de los farmacos y los tratamientos
La dosis de captopril (N-[(S)-3-Mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina)
suministrada es 30 mg-kg'(Gutiérrez-Pérez et al., 2013) diluida en las botellas

del agua de bebida, durante dos semanas (Rivera-Jardon et al., 2009).

La induccion de la hipertensién arterial en las ratas del grupo 3y 4 es
con L-NAME (clorhidrato de Nu-Nitro-L-arginina metil ester) 50 mg-kg™
(Gutiérrez-Pérez et al., 2013) diluida en las botellas del agua de bebida,

durante dos semanas (Rivera-Jardon et al., 2009).

La induccidn de diabetes mellitus en las ratas del grupo 5 y 6 es con
estreptozotocina (N-(Metilnitrosocarbamoil)-a-D-glucosamina) en unica dosis
de 55 mg-kg' por inyeccion via intraperitoneal después de 12 a 16 h de ayuno
(Khan et al., 2009).

BMY 7378 (diclorhidrato de 8-[2-[4-(2-Metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-8-
azaspiro [4.5] decano-7, 9-diona). Agonista parcial de los receptores 5-HT1a.

Antagonista selectivo para el subtipo de los receptores adrenérgicos aip (pKi
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8.2 + 0.06 en rata) y tiene una alta afinidad (pA2 8.9 £ 0,1) por los
adrenoreceptores a1 de la aorta de rata. Herramienta util para discriminar

subtipos de receptores adrenérgicos que participan en la contraccion (Goetz et

al., 1995; Villalobos-Molina et al., 1999).

6.3 Reactividad renal

Las ratas fueron privadas de comida 12 h antes del experimento para el
estudio funcional del rifidn. Las ratas se someten a anestesia con la aplicacion de
pentobarbital sddico (5-Etil-5-(1-metilbutil)-2,4,6 trioxohexa-hidropirimidina), por
inyeccion via intraperitoneal 60 mg-kg™' (Sosa et al., 2005) a nivel del epigastrio. El
tiempo de latencia fue entre 10 y 15 min, una vez en estado somnifero se procedio
a hacer una laparotomia longitudinal, hasta exponer el rindn derecho. Se diseco la
arteria renal derecha, la arteria aorta abdominal, la arteria mesentérica superior y
la vena porta. Para eliminar las glandulas suprarrenales se decapsulo el rifidn,
mediante sutura se cerro el flujo sanguineo en cada arteria disecada; la sutura en
la arteria renal derecha asegura el catéter que es introducido para canular el rifidén
a través de la arteria mesentérica. Se extrae el rifidon y es colocado en el sistema

para érgano aislado y perfundido.

Para medir la presion de perfusidon renal se emple6 el modelo de 6rgano
aislado perfundido, en donde se emplea un aparato que integra un circuito con dos
bombas y dos liquidos circulantes. Un circuito cerrado con agua destilada que
tiene como objeto mantener la temperatura a 37° Celsius, y el otro circuito
conectado a una bomba peristaltica donde se perfundié el rindn con una solucion
amortiguadora de Krebs-Henseleit con la siguiente composicion: 118 mM NaCl,
4.7 mM Kcl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgS04:7H20, 2.5 mM CaClz-2H20, 20 mM
NaHCOs, 11.7 mM glucosa y 0.026 mM EDTA. Con un pH de 7.4. La solucién
Krebs permanecié en burbujeo constante con carbégeno en una mezcla de gases
de 95% 02y 5% CO:z. El flujo de perfusion se ajustdé a 10ml-min-! para obtener una
presion de perfusién basal. Los cambios en la presion de perfusion se midieron

utilizando un sensor de presion acoplado a un transductor Grass FTO3 (astro-med,
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Inc. WestWarwik, RI, EE. UU.), adaptado a un sistema de adquisicion de datos
MP100 (Biopac System Inc. Santa Barbara, California, EE. UU.).

Después de un periodo de estabilizacion, se evaluaron las respuestas
renovasculares (cambios en la presion de perfusion), se realizaron curvas
concentracion-respuesta a concentraciones crecientes de fenilefrina con
administracion en bolo en los rifiones derechos de las ratas de los diferentes
tratamientos. La fenilefrina es un agonista adrenérgico a, que posteriormente se
elimina por lavado, a continuacion la reactividad se mide nuevamente en
presencia de antagonista BMY 7378 (especifico aip), para determinar la
participacion directa de estos receptores. El antagonista se incub6 durante 30
minutos previo a las siguientes curvas del agonista. Las curvas se realizaron con
volumenes de 10 L de fenilefrina con las siguientes concentraciones: [1x10-°M],
[3.16x10M], [1x10-°M], [3.16x10-5M], [1x10*M], [3.16x10-*M], [1x103M], [3.16x10-
3M] y [1x10-2M]. Para determinar la participacién contractil de los receptores
adrenérgicos a1D, se utilizdé la bomba de infusidbn continua con concentraciones
crecientes de antagonista BMY 7378. Con los rangos de concentracion [3.16x10-
9M], [1x10-8M] y [3.16x10°°M]. Para controlar una respuesta de la activacion
inespecifica de la fenilefrina a los receptores adrenérgicos a2, se afadiéo 100uL
rauwalscina (clorhidrato de 17a-Hidroxi-20a-yohimban-16 B-acido carboxilico metil
ester) a una concentracion de [1x107M]. Para inhibir el efecto de los receptores
adrenérgicos se agregd 100uL de propranolol clorhidrato de (x)-1-Isopropilamino-
3-(1-naftiloxi)-2-propanol) [1x10"M] (Sosa et al., 2005) por litro en la solucion
Krebs-Henseleit. Al término del experimento se pesa el rindn y se reserva para

analisis posterior.

6.4 Reactividad vascular

Para el estudio funcional vascular, después del procedimiento del
aislamiento del rifidn derecho se continua con la diseccion de la arteria aorta en la
region toracica para determinar la reactividad vascular. Una vez disecada la arteria
se limpia del tejido conectivo y graso. Las aortas aisladas se cortaron en anillos de

4 a 5 mm de longitud, a los anillos les fue removido el endotelio frotando
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suavemente la superficie interna de los vasos con un estilete metalico de
superficie rugosa. Cada anillo se colocé con ganchos metalicos en camaras para
organo aislado que contenian 10 ml de solucién amortiguadora Krebs-Henseleit.
Las camaras para 6rgano aislado se mantuvieron a condiciones fisiolégicas (37°
Celsius, pH 7.4) y con burbujeo constante con una mezcla gases de 95% O2y 5%
COz2. Cada anillo arterial se monté en dos ganchos de nikrom; el extremo de uno
de los ganchos se fijo al fondo de la camara y con el otro gancho se fij6 a un
transductor de tension (Grass FTO03 force displacement transducer; Astro-Med, Inc.
West Warwick, RI, USA), conectado a un sistema de adquisicion de datos (MP100;
Biopac Systems Inc. Santa Barbara, CA, USA), para registrar los cambios de
fuerza en la tensidén isométrica desarrollados por los anillos arteriales (Godinez et
al., 2006). Los anillos se sometieron a una tension inicial de 3 g y se sensibilizaron
3 veces con una concentracion de fenilefrina [3.16x10-°M], después de contraer
por tercera vez los anillos, y antes del lavado, fueron expuestos a carbacol [1x10
4M] concentracion final. Se obtuvieron curvas concentracion-respuesta graduales a
fenilefrina de [1x10-°M], [3.16x10-°M], [1x108M], [3.16x10-8M], [1x10"M], [3.16x10"
™], [1x10°M] y [3.16x10°M], inicialmente una curva control, después se
realizaron curvas concentracidn-respuesta en presencia de concentraciones
crecientes del antagonista selectivo atp BMY 7378 ([3.16x10°°M] y [1x10-8M]),
adicionado 30 minutos antes de realizar la curva al agonista. Todas las curvas se
realizaron en presencia de rauwolscina [1x10”’M] y propranolol [1x10"M], con el
objetivo de antagonizar las respuestas mediadas por los receptores adrenérgicos
o2 Yy P y registrar solamente las respuestas mediadas por los receptores

adrenérgicos a.1.

6.5 Determinacion de los niveles proteicos de los receptores a angiotensina
tipo 1
Se determina la abundancia de la proteina de los receptores a angiotensina

tipo 1 (AT1) por medio de un analisis por Western blot en muestras de rifion.
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El rindn (corteza y médula renal) de los animales de los 6 grupos se trato
individualmente con ayuda de un homogeneizador (Polytron; DragonLab) en 500pl

de buffer de lisis, y se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min a 4° Celsius.

La concentracion de proteinas del sobrenadante se determind con el
Método modificado de Bradford. La curva se construyd a partir de una solucion
madre de 1 pg/pl de albumina sérica bovina. En el caso de las muestras, se
agregaron 4 ul del homogenizado y agua destilada para un volumen de 800ul.
Tanto a la curva de calibracién como a las muestras se les agregaron 200 ul de

reactivo de Bradford, se mezcl6 cada tubo y se leyd la absorbancia a 595 nm.

Se construyo la curva de calibracion en Excel (Microsoft Office) y se estimo
la concentracion de proteinas de las muestras, empleando la ecuacién de la linea
recta. Se mezclaron alicuotas de las muestras con de buffer de carga Laemmli y

se desnaturalizaron por 5 minutos.

Se prepararon geles para SDS-PAGE al 8% y se cargd una cantidad de
proteina constante de 50 pg de la muestra de rifidn. La electroforesis se llevo a
cabo durante 3 horas a 105 Volts, para separar las proteinas en funcion de su
peso molecular en un campo eléctrico. Una vez terminada la electroforesis, las
proteinas separadas presentes en el gel se trasfiieron a membranas de PVDF
(floruro de polivinilideno) empleando un equipo de transferencia en semihumedo
(Bio-Rad) durante 45 min a 25 Volts. Una vez realizada la transferencia, las
membranas fueron bloqueadas con una proteina no especifica (2.5 g leche baja
en grasa en una solucion de buffer de lavado TBS-T), en agitacién durante 1 hora
a 4° Celsius. Después, las membranas se incubaron con anticuerpo de cabra
contra los receptores a angiotensina tipo 1 (= 43 kDa) o contra B-actina, diluidos
1:1000, en TBS-T - leche 5% a 4°C durante toda la noche, con agitacién continua.
Las membranas se lavaron 4 veces con TBS-T por 5 min y se incubaron con
anticuerpo secundario (anti-cabra; Santa Cruz Biotechnology), diluido 1:5000 en
TBS-T - leche 5% durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron 4 veces

con TBS-T por 5 min. Las membranas se incubaron con sustrato
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quimioluminiscente (Sustrato Immobilon quimoiluminiscente de HRP para
transferencias "Western"), siguiendo las recomendaciones del fabricante,
posteriormente se hizo la visualizacion y captura con fotodocumentador (Gel Doc
XR System Bio-Rad).

7. RESULTADOS

7.1. Registro del peso de las ratas en los diferentes tratamientos

El peso de las ratas se midi6é desde las cuatro semanas de edad, antes de
iniciar el tratamiento, en la induccién de las dos patologias estudiadas y después
de haber iniciado la administracion de los farmacos, para un control metabdlico

qgue nos indique la salud de los animales (Figura 12).

El aumento de masa de las ratas lleva un desarrollo gradual y constante
dependiente del tiempo en el grupo control con un promedio de 330 £ 17.24 g,
igualmente para el grupo control con captopril a las 12 semanas 340 + 9.6 g. El
grupo con hipertension arterial mostré un retraso en el aumento de peso en un
10% con un promedio de 295 + 5.61 g. En el grupo con hipertension arterial mas
captorpril tuvo un promedio de 313 + 9.8 g a las 12 semanas. Los grupos con
diabetes presentaron retardo en el aumento de peso en un 36% con un promedio
de 210 = 5.5 g, mientras que en el grupo diabético con captopril hubo una retraso
de 16% con un promedio de 276 + 15 g exponiendo alteraciones en el
metabolismo, en el que la célula al no asimilar la glucosa hace uso de las reservas
energéticas del cuerpo como el tejido graso afectando los procesos relacionados
con la glucosa, los lipidos y las proteinas (Deeds et al., 2011). En el caso del
grupo con hipertension arterial el retraso del peso puede deberse a las
modificaciones metabdlicas ocasionadas por las complicaciones del sistema

vascular durante el desarrollo de la patologia.
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Figura 12. Peso de las ratas en los diferentes tratamientos. Registro del peso correspondiente
a la edad de las ratas en semanas, la flecha indica la induccién de los tratamientos. Los resultados
son el promedio + E.E. n=6, *P < 0.05 respecto al Control (prueba t-Student).

7.2. Registro del consumo de agua y alimento en los diferentes tratamientos

Se valor¢ la ingesta de agua y de alimento del modelo experimental en los
seis tratamientos durante todo proceso (Figura 13), para excluir que los

tratamientos farmacoldgicos tuvieran efectos adversos.

El consumo de agua durante las cuatro semanas del tratamiento fue de
aproximadamente 50 + 0.33 ml en el grupo control. La administracion de L-NAME
no tuvo efectos sobre el consumo de agua para los grupos con hipertensién
arterial, ni la administracién de captopril en el agua de bebida tuvo diferencia
estadistica en el grupo L-NAME + C. Mientras que el consumo de agua en los
grupos con diabetes inducida tuvo un incremento de hasta 150%, con un promedio
de consumo de 125 + 5.6 ml de agua. En el grupo con diabetes mas el tratamiento
con captopril el aumento en el consumo fue de 300%, con un promedio de 200 %

3.81 ml de agua al dia por cada rata. Esto indica que el modelo experimental
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diabético percibié polidipsia, un sintoma caracteristico de esta patologia (Deeds et
al., 2011). El grupo con diabetes mas captopril tuvo tal intensificacion en el
consumo del agua por el trastorno hormonal al inhibir el sistema renina-
angiotensina (Akhigbe et al., 2011), ya que no hay estimulacién por angiotensina Il
de la glandula adrenal para la secrecion de aldosterona y como consecuencia hay

pérdida de sodio y liquido en el cuerpo.
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Figura 13. Consumo de agua. Se valoré el consumo de agua durante todo el tratamiento, los
resultados son el promedio + E.E. n=6. *P < 0.05 respecto al Control (prueba t-Student).

El consumo de alimento a las 12 semanas del tratamiento fue de
aproximadamente 37 + 0.21 g en el grupo control. En el grupo L-NAME hubo un
aumento en el consumo de alimento un 32% con un promedio de 49 + 0.35 g.
Para el grupo con hipertensién arterial mas captopril no hubo diferencia estadistica
respecto al control. En los grupos con diabetes inducida hubo un incremento de
8% con un promedio de 40 £ 0.73 g de alimento a las 12 semanas. En el grupo
con diabetes mas el tratamiento con captopril el aumento en el consumo fue de

43% con un promedio de 53 + 0.33 g de alimento al dia por cada rata. Esto
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muestra las alteraciones ocurridas en el metabolismo de las ratas en ambas

patologias en el que se exhibe el sintoma clasico de polifagia (Figura 14).
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Figura 14. Consumo de alimento. Se valor6 el consumo de alimento durante todo el tratamiento,
los resultados son el promedio £ E.E. n=6.*P < 0.05 respecto al Control (prueba t-Student).

7.3. Protocolo de analisis farmacolégicos

En el registro de la contraccion del 6rgano aislado, los datos representan el
promedio * el Error Estandar de la media de 3 a 4 anillos de aorta de diferentes
animales. Los valores de CEso (concentracion efectiva 50) y de PD2z (-log CEso) se
determinan en un analisis de regresion no lineal. Se emplea un modelo sigmoideo
para el ajuste de las curvas concentracién respuesta, con el empleo de la

siguiente ecuacion:
E = Emax [A]™/ [A] + [CEs0]

Dénde: E representa el efecto farmacolégico, [A] la concentracion del agonista
farmacologico, CEso representa los parametros de localizacion, ™ la pendiente y

Emax representa la asintota de la linea (Castro-Moreno, 2006).
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Los valores de pA2 se obtuvieron por medio de un anadlisis de Schild
(Arunlakshana y Schild, 1959).

En el registro de la presion de perfusion inducida por fenilefrina en riidn
aislado todos los datos se presentan como media + el Error Estandar de 3 a 15

ratas por grupo.

Para obtener diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), entre

cada tratamiento, se realizé una Prueba t de Student.

7.4. Respuesta contractil a fenilefrina en aorta de rata control

Se determiné la sensibilidad pD2, la afinidad pAz y efecto maximo de las
arterias (sin endotelio) de rata de 12 semanas de edad en respuesta al agonista
fenilefrina y para ello se efectuaron curvas concentracién respuesta al agonista
adrenérgico a1. Los resultados muestran que la fenilefrina produce una
contraccion dependiente de la concentracion. Se determiné la participacion de los
subtipos de receptores adrenérgicos a1 al adicionar un antagonista especifico
(BMY 7378). La Figura 15 muestra que el BMY 7378 produce un desplazamiento
de manera paralela de las curvas al agonista hacia la derecha, dependiente de la
concentracion, lo que indica un antagonismo competitivo. Se determina la relacion
con el analisis de Schild del grupo control para los valores de afinidad aparente
(pA2), el cual resulté de 8.90 para el tratamiento con BMY 7378 con una pendiente
de 0.82 y un coeficiente de determinacion (R?) de 0.93. La sensibilidad es de 8.25

para la curva control y el efecto maximo de 4.51 + 0.12 g (Tabla 3).

Tabla 3. Relacion farmacolégica grupo control. Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax
y afinidad aparente pA:.

GRUPO CONTROL
Emax 451+012
pD2 8.25+01
pA2 89 +025
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Figura 15. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata. Rata grupo control
con incubacion de BMY 7378, el efecto del agonista se muestra como fuerza de contracciéon en
gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.

Los valores de afinidad obtenidos ratifican que el receptor adrenérgico a1p,
participa de manera predominante en la respuesta contractii mediada por la
fenilefrina en la arteria aorta de rata control de 12 semanas de edad. Analizando el
grupo control con captopril no se observa diferencia significativa en los resultados
(Figura 16).

Analizando el grupo control con captoprii no se observa diferencia
significativa con respecto al control (Figura 16). Se determina la relacién con el
analisis de Schild del grupo control con captopril para los valores de afinidad
aparente (pA2), el cual resulté de 8.61 para el tratamiento con captopril con una
pendiente de 0.76 y un coeficiente de determinacién (R?) de 0.98 (Figura 17). La
sensibilidad es de 8.32 para la curva control y el efecto maximo de 5.14 + 0.39 g
(Tabla 4).
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Tabla 4. Relaciéon farmacolégica grupo control con captopril. Valores de sensibilidad pD,
efecto maximo Emax y afinidad pAz en arteria aorta de rata en el grupo captopril.

GRUPO CAPTOPRIL

Emax 2.14 £ 0.39

pD2 8.32 £ 0.01

pA2 8.61 £0.58
6 -

—(~ Control
g —@— Captopril
— 41
14
0 -
10 0 8 7 5 5

Fenilefrina log [M]

Figura 16. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo control
comparada contra grupo control mas captopril. El efecto del agonista se muestra como fuerza
de contraccién en gramos. Los resultados son el promedio + EE n= 6.
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Figura 17. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo control con
administraciéon de captopril. Con la incubacion de BMY 7378, el efecto del agonista se muestra
como fuerza de contracciéon en gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.

7.5. Respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata con hipertension
arterial

Para establecer la sensibilidad pD2, la afinidad pA2 y efecto maximo de las
arterias de rata con hipertensiéon arterial inducida con 12 semanas de edad en
respuesta al agonista fenilefrina, se efectuaron curvas concentracién respuesta al

agonista adrenérgico a1 (Figura 18).

Se muestra que la fenilefrina produce una contraccion dependiente de la
concentracion y la hipertensién arterial ha afectado la fuerza de contraccion de las
arterias respecto a las arterias de rata control. El efecto maximo es de 2.85 + 0.18
g para el grupo L-NAME, lo que muestra disminucién en la respuesta a la

fenilefrina en aproximadamente 37%.
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Figura 18. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo control
comparada contra grupo L-NAME. El efecto del agonista se muestra como fuerza de contraccién
en gramos. Los resultados son el promedio + el EE n=6. *P<0.05 (prueba t-Student).

El valor de sensibilidad representado como pD2 para el grupo de ratas
hipertensas es de 7.82 + 0.13 ésta concentracibn es mayor que en el grupo
control; lo que quiere decir que requiere una mayor concentracion del agonista en
las arterias hipertensas para producir el 50% del efecto maximo. Se sometié a
contraccion en respuesta al agonista en ausencia y presencia de antagonista BMY
7378. Se muestra que el BMY 7378 produce un desplazamiento de las curvas al
agonista hacia la derecha, dependiente de la concentracién, lo que indica
antagonismo competitivo (Figura 19). Se observa a concentraciones bajas de
fenilefrina en presencia del antagonista que no hay respuesta contractil, sino hasta
la cuarta estimulacion a concentraciones mas elevadas de fenilefrina [3.16x103M].
El andlisis de Schild del grupo L-NAME indica valores de afinidad aparente (pA2)
para el BMY 7378 de 9.14 £ 0.45 (Tabla 5).
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Tabla 5. Relacién farmacolégica grupo control comparado con grupo L-NAME. Valores de
sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y afinidad pAz en arteria aorta de rata en el grupo control
contra grupo L-NAME. Los resultados son el promedio + EE. *P<0.05 respecto al control (prueba t-
Student).

CONTROL L-NAME

Emax | 4.51+0.12 | 2.85+0.18"
pD2 8.25+ 0.1 7.82+0.13
pA2 89 +0.25 ] 9.14+0.45

4 -
—O— control
—@— BMY 7378 1*10™-8.5
—a— BMY 7378 1*10"-8
3 —— BMY 7378 1*10"-7.5
G
5 27
O
O
o
g
O LS
0 -
'1 T 1 1 T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5

Fenilefrina log [M]

Figura 19. Curva concentracién respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo L-NAME. Con
la incubacion de BMY 7378. El efecto del agonista se muestra como fuerza de contracciéon en
gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.

7.6. Respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata con hipertension

arterial después de la inhibiciéon de la ECA

Para establecer la sensibilidad pDz, la afinidad pAz y efecto maximo en
respuesta a la fenilefrina en anillos de arteria aorta de rata con hipertension arterial
y con administracion de captopril durante 4 semanas, se efectuaron curvas

concentracion respuesta al agonista adrenérgico a1 (Figura 20).
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Figura 20. Curva concentracidon respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo control
comparada contra grupo L-NAME + C. El efecto del agonista se muestra como fuerza de
contraccion en gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6. *P<0.05 respecto al grupo L-
NAME (prueba t-Student).

La fenilefrina produce una contraccion dependiente de la concentracion. La
administracién de captopril revierte las consecuencias de la hipertension arterial
sobre la reactividad vascular. El efecto maximo es de 4.83 + 0.47 g para el grupo
L-NAME+C hasta alcanzar el grupo control. Los anillos de aorta del grupo L-
NAME+C reaccionan desde la primera concentracion de fenilefrina [1x10-°M], con

una fuerza de contraccion de 0.86 + 0.39 g.

El valor de sensibilidad representado como pD2 para el grupo L-NAME+C
es de 8.51 £ 0.09 el cual es mayor que en el grupo L-NAME, lo que quiere decir
que requiere una menor concentraciéon del agonista para producir el 50% del
efecto maximo. Se expuso a contraccion en respuesta al agonista en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes del antagonista BMY 7378. Se muestra
que el BMY 7378 produce un desplazamiento de las curvas al agonista hacia la

derecha, dependiente su concentracion (Figura 21). Se hace la determinacién de
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la relacion con el analisis de Schild del grupo L-NAME + C para los valores de

afinidad aparente (pA2) por el BMY 7378, el cual resulté de 8.89 + 0.68 (Tabla 6).

Tabla 6. Relaciéon farmacolégica grupo control comparado con grupo L-NAME mas captopril.
Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y afinidad pAz, en arteria aorta de rata en el grupo
control contra grupo L-NAME + C. *P<0.05 respecto al grupo L-NAME (prueba t-Student).

CONTROL L-NAME | L-NAME +C
Emax | 451+0.12 | 285+ 0.18 | 4.83 £ 0.47*
pD2 8.25+ 0.1 7.82+0.13 | 8.51+£0.09*
pA2 89 £0.25| 914+045 | 8.89+0.68
7_
—0— control
6 - —e— BMY 7378 1*10:~8.5
—a— BMY 7378 1*10"-8
—— BMY 7378 1*10"-7.5
5

contraccién (g)
(93]

Fenilefrina log [M]

Figura 21. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo L-NAME + C.
Con la incubacién de BMY 7378. El efecto del agonista se muestra como fuerza de contraccion en
gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.
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7.7. Respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata con diabetes
mellitus

Se efectuaron curvas concentracion respuesta a fenilefrina agonista
adrenérgico a1 para establecer la sensibilidad pDz2, la afinidad pAz y efecto maximo
de las arterias de rata con diabetes mellitus inducida con estreptozotocina (STZ)

con 12 semanas de edad (Figura 22).
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Figura 22. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de ratas grupo control
comparada con grupo STZ. El efecto del agonista se muestra como fuerza de contraccion en
gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6. *P<0.05 (prueba t-Student).

Se muestra que la fenilefrina produce una contraccion dependiente de la
concentracion. La diabetes mellitus ha afectado la fuerza de contraccion de las
arterias respecto a las arterias de rata control. El efecto maximo es de 2.54 %
0.40g para el grupo STZ. Lo que muestra disminucion en la respuesta a la

fenilefrina de 44% aproximadamente.

El valor de sensibilidad representado como pD2 para el grupo STZ es de

7.43 = 0.2 lo que quiere decir que requiere una mayor concentracion del agonista
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para producir el 50% del efecto maximo. Se evalud la contraccién en respuesta al

agonista en ausencia y presencia de concentraciones crecientes del antagonista

BMY 7378. Se muestra que el BMY 7378 produce un desplazamiento de las

curvas al agonista hacia la derecha, dependiente de la concentracion; lo que

indica antagonismo competitivo (Figura 23). Se determina la relacion con el

analisis de Schild del grupo STZ para los valores de afinidad aparente (pAz), el
cual resulté de 9.41 + 0.33 (Tabla 7).

Tabla 7. Relaciéon farmacolégica grupo control comparado con grupo STZ. Valores de
sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y afinidad pAz en arteria aorta de rata en el grupo control

contra grupo STZ. Los resultados son el promedio + EE. *P<0.05 (prueba t-Student).

CONTROL STZ
Emax | 451012 | 2.54 + 0.40*
pD2 825+0.1 743 + 0207
pA2 89 +025 | 941 +0.33
3.0 - : Ecl\);\t’r%?s 1*10"-8.5 T
' —a— BMY 7378 1*10"-8 T
—&— BMY 7378 1*10"-7.5
2.5 4
§ 1.5 -
5
0.0 4
B . i B

Fenilefrina log [M]

Figura 23. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo STZ. Con la
incubacion de antagonista BMY 7378. El efecto del agonista se muestra como fuerza de
contraccion en gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.
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7.8. Respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata con diabetes
mellitus después de la inhibicion de la ECA

Para establecer la sensibilidad pDz, la afinidad pAz y efecto maximo en
respuesta a la fenilefrina en anillos de arteria aorta de rata con diabetes mellitus
con administracion de captopril y durante 4 semanas, se efectuaron curvas

concentracion respuesta al agonista adrenérgico a1 (Figura 24).
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Figura 24. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo control
comparada con grupo STZ + C. El efecto del agonista se muestra como fuerza de contraccion en
gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.

La fenilefrina produce una contraccion dependiente de la concentracion. La
inhibicion de la ECA no ha detenido las consecuencias de la diabetes mellitus. La
fuerza de contraccion de las arterias disminuye respecto a las arterias de rata
control. El efecto maximo es de 2.87 + 0.30 g para el grupo STZ+C. Lo que
muestra disminucion en la respuesta a la fenilefrina en un 37%. El valor de
sensibilidad representado como pD2 es de 7.71 + 0.03 lo que quiere decir que
requiere una mayor concentracién del agonista para producir el 50% del efecto

maximo. Los anillos de arteria aorta de rata con diabetes mellitus mas tratamiento
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con captopril se sometieron a contraccion en respuesta a la fenilefrina en ausencia
de antagonista BMY 7378 como curva control y en presencia de concentraciones
crecientes del antagonista. Se muestra que el BMY 7378 produce un
desplazamiento de las curvas al agonista hacia la derecha, dependiente de la
concentracion; lo que indica antagonismo competitivo (Figura 25). Se determina la
relacion con el analisis de Schild del grupo STZ + C para los valores de afinidad
aparente (pA2), el cual resultoé de 7.93 £ 0.05, presentando menor afinidad hacia el

BMY 7378 por los receptores adrenérgicos a1p (Tabla 8).

Tabla 8. Relacion farmacolégica grupo control comparado con grupo STZ mas captopril.
Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax, afinidad pA:z en arteria aorta de rata en el grupo
control contra grupo STZ +capto. Los resultados son el promedio + EE. *P<0.05 (prueba t-Student)
respecto al control.

CONTROL | SIZ |
Emax | 451012 | 2.54 +0.40 | 2.87 + 0.30*
pD2 | 825+01 | 7.43+020 | 7.71 £ 0.03"
pA2 | 8O 025 | 941033 | 7.93£0.05
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Figura 25. Curva concentracidon respuesta a fenilefrina en aorta de rata grupo STZ +C. Con
incubacion de antagonista BMY 7378. El efecto del agonista se muestra como fuerza de
contraccion en gramos. Los resultados son el promedio + EE n=6.

7.9. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en rinén aislado

Se sometié a prueba el rifidn de rata de 12 semanas de edad acoplado a un
sistema de o6rgano aislado para evaluar la respuesta inducida por fenilefrina
(Figura 26). El agonista a1 indujo una contraccién dependiente de la concentracion
en la vasculatura de los rifiones aislados de todos los grupos de ratas,
representado como delta del aumento de la presidén de perfusion en mmHg. Para
probar la especificidad de la respuesta adrenérgica del receptor aip en el rindn de
rata, se agregd BMY 7378 ([1x10-8M], [3.16x108M] y [1x10-"M]), antes y durante la
curva a fenilefrina por medio de una bomba de infusién continua a una velocidad
de 5 ml/min. No se observa un desplazamiento claro de las curvas concentracion
respuesta, indicando baja interaccidon entre el antagonista y el receptor
adrenérgico a1p en la funcionalidad de la vasculatura renal de ratas. Con un efecto
maximo delta 169.73 + 9.41 mmHg, presion de perfusion basal 69.33 + 2.03
mmHg y CEso de [2.5x10“M], sensibilidad representada como pD2 de 3.59 + 0.07.

La relacion se determina con el analisis de Schild del grupo control para los
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valores de afinidad aparente (pAz), el cual resulté de 6.37 para el tratamiento con
BMY 7378 (Tabla 9), al mostrar una afinidad resistente (6.6 + 0.12 conforme la
base de datos de IUPHAR, Dianne et al., 2015) sefialando baja interaccién entre el
BMY 7378 por el receptor adrenérgico a1p.

Tabla 9. Relacién farmacolégica en rifidn de grupo control. Valores de sensibilidad pD2, efecto

maximo Emax, presion de perfusion basal (PPB) y afinidad aparente pA:z en rifién de rata control.
Los resultados son el promedio + EE.

GRUPO CONTROL
Emax 169.73 £ 9.41
PPB 69.33+2.03
pD2 3.59 £ 0.07
pA2 6.37
200 -
—O— control
180 4 | —@— BMY 7378 1*10"-8
. —m— BMY 7378 1*107-7.5
T 160 { | —¢— BMY 7378 1*10-7
E 140
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E; 100
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Figura 26. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en riién de rata grupo control. Con
infusién continua de antagonista BMY 7378. El efecto del bolo de 10pl de fenilefrina se muestra
como delta de la presion de perfusion en mmHg. Los resultados son el promedio + EE n=3.

La respuesta a fenilefrina fue similar en las tres curvas con infusién continua
del antagonista BMY 7378 comparada con la curva control. Esto muestra que el

receptor adrenérgico aip participa en la respuesta contracti mediada por
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fenilefrina en el rifidn rata control de 12 semanas de edad; sin embargo su

participacion no es predominante.

Se realizaron curvas concentracion respuesta a fenilefrina en riidn de rata
control con administracién de captopril durante 4 semanas. El agonista a1 indujo
una contraccion en la vasculatura renal de los rifiones representado como delta de
la presion de perfusiéon en mmHg (Figura 27). Con un efecto maximo delta 162.11
1+ 18.50 mmHg, presiéon de perfusién basal 82.99 + 9.43 mmHg y CEso de [6.7x10
5M], sensibilidad representada como pD2 de 4.13 + 0.15. La inhibicion de la ECA
en el grupo control aumentod la sensibilidad por el agonista al presentar un pD2

mayor que el grupo control sin tratamiento (Tabla 10).

Tabla 10. Relaciéon farmacolégica en riiién de grupo control comparado con grupo control
mas captopril. Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y PPB en rifién de rata control con
captopril comparado contra rata control. Los resultados son el promedio + EE n=6. *P<0.05 (prueba
t-Student).

CONTROL | CAPTOPRIL
Emax [169.73 £9.41]|162.11 * 18.50
PPB 69.33 + 2.03| 82.99 + 9.43
pD2 3.59+0.07] 413 +0.15"

El efecto de la fenilefrina en concentraciones medias de [3.16x10°M] y
[1x10*M] aumentd respecto a la presion de perfusion del grupo control sin

tratamiento.
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Figura 27. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en rifidn de rata grupo control
comparada con grupo control mas captopril. El efecto del bolo de 10pul de fenilefrina se muestra
como delta de la presion de perfusion en mmHg. Los resultados son el promedio + EE n=6.

7.10. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en rinén aislado de rata

con hipertension arterial

Se realizan curvas concentracion respuesta a fenilefrina en rifidn de rata
con hipertension arterial de 12 semanas de edad. El agonista a1+ induce una
respuesta en la vasculatura de los rifiones representado como delta de la presién
de perfusion en mmHg (Figura 28). Con un efecto maximo delta 178.84 + 8.73
mmHg, presidon de perfusion basal 109.02 + 6.14 mmHg y CEso de [1.3X10M],
sensibilidad representada como pD2 de 3.74 + 0.08. El desarrollo de la
hipertension arterial tuvo un efecto en la presién basal con una diferencia

significativa mayor respecto del grupo control (Tabla 11).
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Tabla 11. Relacién farmacolégica en rifidn de grupo control comparado con grupo L-NAME.
Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y PPB en rifidn de rata con hipertension arterial
comparado contra rata control. Los resultados son el promedio + EE. *P<0.05 (prueba t-Student).

CONTROL L-NAME

Emax |169.73 + 9.41] 178.84 +8.73
PPB | 69.33+2.03]| 109.02 + 6.14*
pD2 3.59+x007] 3.74+0.08

El efecto de la fenilefrina en concentraciones medias de [1x10-°M], [3.16x10"
5M] y [1x10*M] aumento respecto a la presidon de perfusion del grupo control sin
tratamiento. Lo que indica que la sensibilidad de los receptores adrenérgicos a1 en

el rindn esta modificada durante la hipertensién arterial.
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Figura 28. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en riiédn de rata grupo control
comparada con grupo L-NAME. El| efecto del bolo de 10ul de fenilefrina se muestra como delta
de la presion de perfusiéon en mmHg. Los resultados son el promedio + EE n=10.
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7.11. Presion de perfusiéon inducida por fenilefrina en rindén aislado de rata

con hipertension arterial después de la inhibicion de la ECA

Se realizan curvas concentracion respuesta a fenilefrina en rifidn de rata
con hipertension arterial y administracion de captopril durante 4 semanas (Figura
29). El grupo de L-NAME+C present6 un efecto maximo delta de 194.66 + 10.30
mmHg, presion de perfusién basal 78.12 + 1.27 mmHg (que es menor que el
grupo L-NAME), una CEso de [9.4x10°M] y una sensibilidad representada como
pD2 de 3.97 + 0.10.

La inhibicion de la ECA durante la hipertension arterial mostré un cambio en
la sensibilidad de los receptores adrenérgicos a1 a nivel renal; en el grupo L-NAME
+ C aumento la reactividad de la poblacién de receptores a1 por el antagonista al

presentar un pD2 mayor que el grupo control (Tabla 12).

Tabla 12. Relacién farmacolégica en riiién de grupo control comparado con grupo L-NAME
mas captopril. Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y presion de perfusion basal PPB
en rifdn de rata con hipertension arterial mas captopril. Los resultados son el promedio + EE n=6.
*P<0.05 (prueba t-Student) respecto al grupo control, **P<0.05 respecto al grupo L-NAME.

CONTROL L-NAME L-NAME+C

Emax [169.73 +9.41| 17/8.84 £8.73 [194.66 + 10.30
PPB | 69.33+2.03| 109.02+6.14 | 78.12+1.27*
pD2 359+007 3./74+008| 3.97+0.10"

El efecto de la fenilefrina en concentraciones de [3.16x10°M], [1x10*M],
[3.16x10*M], [1x103M] aumentd significativamente respecto a la presién de
perfusién del grupo control. Lo que indica que la sensibilidad de los receptores
adrenérgicos a1 en el rindn esta modificada durante la inhibicion de la enzima

convertidora de angiotensina en la hipertension arterial.
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Figura 29. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en rifidn de rata grupo control
comparada con grupo L-NAME + C. El efecto del bolo de 10pl de fenilefrina se muestra como
delta de la presién de perfusion en mmHg. Los resultados son el promedio + EE n=6.

7.12. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en rinén aislado de rata

con diabetes mellitus

Se realizan curvas concentracion respuesta a fenilefrina en riidn de rata
con diabetes mellitus de 12 semanas de edad (Figura 30). Los resultados indican
un efecto maximo delta 169.40 + 23.30 mmHg, un incremento en la presién de
perfusion basal 88.35 + 225 mmHg y CEso de [1.7x10“M], sensibilidad
representada como pD2 de 3.65 + 0.07 (Tabla 13).

Tabla 13. Relacion farmacolégica en riinédn de grupo control comparado con grupo STZ.
Valores de sensibilidad pD2, efecto maximo Emax y presion de perfusion basal (PPB) en rifién de
rata con diabetes mellitus comparado contra rata control. *p<0.05 respecto al grupo control (prueba
t-Student). Los resultados son el promedio + EE.

CONTROL

Emax [169.73 + 9.41[169.40 + 23 .30
PPB 69.33 + 2.03| 88.35 + 2.25"
pD2 358 +0.0F] 365007
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Figura 30. Presion de perfusiéon inducida por fenilefrina en rindn de rata grupo control
comparada con grupo STZ. El efecto del bolo de 10ul de fenilefrina se muestra como delta de la
presion de perfusién en mmHg. Los resultados son el promedio + EE n=3.

7.13. Presion de perfusion inducida por fenilefrina en rindén aislado de rata
con diabetes mellitus después de la inhibicion de la ECA

Se realizaron curvas concentracion respuesta a fenilefrina en riidn de rata
con diabetes mellitus mas tratamiento con captopril durante 4 semanas (Figura
31). Con un efecto maximo delta de 181.47 £ 5.85 mmHg, presidén de perfusion
basal 84.22 + 3.42 mmHg y CEso de [1.17x10*M], sensibilidad representada como
pD2 de 3.96 + 0.14. La inhibicion de la ECA durante la diabetes mellitus tuvo un
efecto en los receptores adrenérgicos ai1 a nivel renal. En el grupo STZ + C
aumentd la sensibilidad de la poblacién de receptores a1 por el antagonista al

presentar un pD2 mayor que el grupo control (Tabla 14).
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Tabla 14. Relacion farmacolégica en rifidén de grupo control comparado con grupo STZ mas
captopril. Valores de sensibilidad pD-, efecto maximo Emax y presion de perfusion basal PPB en
rindn de rata con diabetes mellitus mas captopril comparado contra rata control. Los resultados son
el promedio + EE. *p<0.05 respecto al grupo control (prueba t-Student).

CONTROL
Emax |169.73 £ 9.41|169.40 + 23.30| 181.47 £ 5.85
PPB | 69.33+2.03]| 88.35+2.25 | 84.22 + 3.42"
pD2 3.59+0.07] 3.65+0.07 3.96 £ 0.14"

El efecto de la fenilefrina en la concentracion de [3.16x10*M] aumento
significativamente respecto a la presiéon de perfusion del grupo control. Lo que
indica que la respuesta de los receptores adrenérgicos a1 en el rindn esta
modificada durante la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina en la

diabetes mellitus.
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Figura 31. Presion de perfusiéon inducida por fenilefrina en rifién de rata grupo control
comparada con grupo STZ + C. El efecto del bolo de 10pl de fenilefrina se muestra como delta de
la presién de perfusion en mmHg. Los resultados son el promedio + EE n=3.
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7.14. Analisis de Western Blot del receptor a agiotensina Il AT1en riiién de
rata

Para observar como se relacionan los cambios en la presion de perfusion
durante la diabetes mellitus con la regulacidon de la Ang Il, se evaluaron los niveles
de proteina del receptor AT1 en homogenizado de riidn de rata con diabetes
mellitus contra el riidn de rata con inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (Figura 32). Las bandas son representativas del receptor AT+ y de B-
actina, la cual se utilizo para normalizar la proteina del receptor. La
inmunotransferencia muestra que los niveles basales de proteina del receptor AT+
son significativamente mayores en el grupo con diabetes mellitus mas la
administracion cronica de captorpril. Mientras que el grupo con diabetes mellitus

comparado con el control permanecieron sin cambios significativos.

WESTERN BLOT

2.5 7 | C1 Control
[ s7Z
[ STZ+C

2.0 1

1.5 4

1.0 A

AT /B-actina (U.A.)

0.0
B-actina

receptor AT 1 g

Figura 32. Analisis de la inhibicion de la angiotensina Il en los niveles de proteina del
receptor AT+ de rifidn en ratas con diabetes mellitus. Los resultados son el promedio + EE n=3.
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# P<0.05 relativo al grupo STZ (prueba t-Student), la intensidad de las sefales se analizaron por
Imaged.

8. DISCUSION

El sistema renina angiotensina es un componente central de las respuestas
fisiologicas y patoldgicas del sistema cardiovascular. Su estimulacion prolongada
desempena un rol importante en la génesis de la disfuncion vascular (Gallardo-
Ortiz, 2016). Se dispuso de este modelo experimental para evaluar las condiciones
en las que se encuentra la vasculatura durante dos patologias degenerativas: la
diabetes y la hipertension, ya que este modelo mamifero murino tiene similitudes

fisiologicas con el ser humano.

Al evaluar el efecto de la participacion de la angiotensina Il sobre la
contraccion adrenérgica en arteria aorta sin endotelio de ratas control y control con
captopril, se muestra que no hay diferencia significativa entre estos grupos (Figura
16), las acciones farmacologicas del captoprii son evidentes en estados
patolégicos, no produce efectos adversos especificos (Oropesa, 1995). Se sabe
que el receptor adrenérgico aip es el protagonista que media la contraccién en el
musculo liso vascular de la arteria aorta. El tratamiento con captopril en el grupo
control no tuvo diferencia estadistica en las curvas realizadas con el agente
antagonista BMY 7378 referentes al grupo control sin captopril, lo que indica que
el receptor a1p sigue siendo el principal mediador de la contraccién vascular en la

arteria aorta de rata tratada con captopril.

En la vasculatura renal la afinidad aparente del receptor aip por el
antagonista es menor que en la aorta (pAz2 = 6.37 vs. pAz = 8.9 £ 0.25), mostrando
que el receptor aip no es el principal mediador de la contraccion vascular en el
rinidon de rata. Estos resultados concuerdan con estudios en los que se ha
demostrado que los receptores a+ predominan en el control de la contraccion del
musculo liso vascular y la angiotensina Il ha sido reconocida como mas importante

en el sistema de control de la funcion renal (Gallardo-Ortiz, 2016).
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Al evaluar la respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata con
hipertension arterial inducida, se observa que la fuerza de contraccién esta
disminuida (Emax=4.51 = 0.12 del grupo control vs Emax= 2.85 + 0.18 del grupo L-
NAME). El efecto maximo disminuye en un 37% en los animales correspondientes
al modelo de hipertension arterial cronica, en los que el tratamiento con L-NAME
provoca cambios en la reactividad vascular debido al decremento en la
biodisponibilidad de oxido nitrico; resultando en cambios inflamatorios que
reducen la luz del vaso y subsecuente arteriosclerosis (Kopincova et al., 2012).
Durante el desarrollo de la hipertensién arterial se ha reportado que la
concentracion de angiotensina Il aumenta y este péptido vasoconstrictor promueve
la asociacion de proteinas de andamiaje que conducen a la adhesion concentrada
de matriz extracelular, provocando que la arteria pierda su capacitancia para
adaptarse a los cambios de presion, ocasionando una contraccion sostenida que
va a desencadenar hipertrofia del vaso sanguineo, fibrosis y esclerosis (Mehta et
al., 2007).

En los estudios de la respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata
con hipertension arterial tratadas con captopril, se observa que la fuerza de
contraccion sigue siendo igual de vigorosa que en el grupo control (Emax= 4.51 %
0.12 del grupo control vs. Emax= 4.83 + 0.47 del grupo L-NAME + C), incluso hay
mayor sensibilidad a fenilefrina (pD2=8.25 + 0.1 del grupo control vs pD2=8.51 +
0.09 del grupo L-NAME + C) con la afinidad al BMY 7378 relativamente sin
cambios (pA2=8.9 + 0.25 vs pA2=8.89 £ 0.68). Lo cual indica que al disminuir
durante 4 semanas la participacién de la angiotensina Il durante la hipertension
arterial, el captopril previene los cambios estructurales que sufre la arteria aorta

durante el desarrollo de la patologia (Benter et al., 2006).

En la vasculatura renal, la sensibilidad a la fenilefrina del grupo de ratas
hipertensas con respecto al grupo control no fue diferente (pD2=3.59 + 0.07 del
grupo control vs. pD2=3.74 + 0.08 del grupo L-NAME), ni tampoco el efecto
maximo (Emax= 169.73 + 9.41 del grupo control vs. Emax= 178.84 + 8.73 del grupo

L-NAME), no obstante se muestra mayor presién de perfusion basal (PPB= 69.33
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+ 2.03 vs PPB=109.02 + 6.14 respectivamente). Esto puede deberse a que la Ang
Il produce varios efectos hemodinamicos renales durante la hipertension arterial,
como el aumento de la resistencia arteriolar eferente y cambios de permeabilidad
de la barrera de filtracion glomerular, adicionalmente, la Ang Il se ha involucrado
directamente en la génesis del daino intersticial, en la glomeruloesclerosis y en la
fibrosis, comportandose como una genuina citocina profibrotica y proinflamatoria.
El dafio en la vasculatura renal sigue una similitud con el dafio de grandes vasos
(Castro-Moreno et al., 2012, Mezzano et al., 2005).

En el caso del rindn de rata con hipertension arterial después de la
inhibicion de la ECA, no se tiene diferencia significativa en el efecto maximo con
respecto al grupo control (Emax= 169.73 £ 9.41 del grupo control vs. Emax= 194.66 *
10.30 del grupo L-NAME + C), mas se muestra que la sensibilidad a la fenilefrina
aumentd (pD2=3.59 = 0.07 del grupo control vs. pD2=3.97 + 0.10 del grupo L-
NAME + C) y hubo una normalizacién en la presion de perfusion basal (PPB=
109.02 £ 6.14 del grupo L-NAME vs. PPB= 78.12 + 1.27 grupo L-NAME + C). Por
lo tanto la inhibicion de la ECA durante la hipertension arterial provoca cambios
hidrodinamicos renales que se relacionan con una disminucién en la resistencia

glomerular y aumento del flujo sanguineo renal (Castro-Moreno et al., 2012).

En el modelo de rata con diabetes mellitus al valorar la respuesta contractil
a la fenilefrina en arteria aorta, se observa que la fuerza de contraccion esta
disminuida; el efecto maximo disminuye 44% aproximadamente (Emax=4.51 £ 0.12
del grupo control vs. Emax=2.54 £ 0.40 del grupo STZ) y la sensibilidad a la
fenilefrina también se reduce (pD2=8.25 £ 0.10 del grupo control vs. pD2=7.43 +
0.20 del grupo STZ). De acuerdo al analisis de relacion de Schild no hay diferencia
significativa en la afinidad aparente (pA2=8.9 = 0.25 vs. pA2=9.41 £ 0.33

respectivamente).

La hiperglucemia y la resistencia a la insulina provocan anomalias en el
flujo sanguineo, esto manifiesta disminucion de la actividad de agentes
vasodilatadores y aumento de la actividad de los vasoconstrictores. No obstante la

deficiencia de vasodilatadores mas que el exceso de un vasoconstrictor puede
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causar que se desarrolle la hipertension arterial y con ella todas sus
complicaciones vasculares, incluso la diabetes mellitus por si misma causa dafios
en los vasos sanguineos de gran calibre. Concentraciones superiores a 7 mM de
glucosa en sangre en las arterias provocan disfuncién endotelial lo que inhibe la
produccion de oOxido nitrico, uno de los principales agentes vasorrelajantes.
Ademas de que en la diabetes la activacion del receptor a angiotensina AT1 puede
inhibir la liberacion de insulina de las células B-pancreaticas en respuesta al
aumento de glucosa. Esta inhibicibn sucede a través de modificaciones en la
sintesis de la proinsulina, incrementando la hiperglicemia. La angiotensina Il
estimula la secrecidon de catecolaminas y una aguda estimulacidon de los
receptores adrenérgicos induce hiperglicemia, debido en parte a la estimulacion de
la liberacidon de las reservas de glucosa hepatica. La hiperglucemia permanente
estimula cambios en la expresion génica al activar el factor de transcripcion Sp1
(promotor de PAI-1 inhibidor del activador del plasminégeno-1 con la consiguiente
inhibicion de la fibrindlisis en las células del musculo liso vascular), lo que aumenta
la concentracién de las proteinas colageno y fibronectina provocando oclusién y
fibrosis (Mark, 2007; Chu, 2006; Brownlee, 2001).

En el analisis de la respuesta contractil a la fenilefrina en aorta de rata con
diabetes mellitus después de la inhibicibn de la enzima convertidora de
angiotensina, se muestra que a las 12 semanas de edad con 4 semanas del
padecimiento inducido, la fuerza de contraccion arterial disminuye 37%
aproximadamente (Emax=4.51 + 0.12 del grupo control vs. Emax=2.87 + 0.30 del
grupo STZ + C) y la sensibilidad a la fenilefrina también se muestra reducida
(pD2=8.25 £+ 0.10 del grupo control vs. pD2=7.71 £ 0.03 del grupo STZ + C). De
acuerdo al analisis de relacién de Schild no hay diferencia significativa en la
afinidad aparente (pA2=8.9 + 0.25 vs. pA2=7.93 £ 0.05 respectivamente). Lo que
nos podria indicar que los cambios estructurales y funcionales en la vasculatura en
un estado hiperglucémico, no dependen unicamente de la Ang II; ya que al inhibir

el SRA no previene el dafo vascular.
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En la vasculatura renal de rata con diabetes mellitus, el efecto maximo no
tiene diferencia significativa con respecto al control (Emax= 169.73 + 9.41 del grupo
control vs. Emax= 169.40 £ 23.30 del grupo STZ), la sensibilidad a la fenilefrina no
se observo modificada (pD2=3.59 + 0.07 del grupo control vs. pD2=3.65 £ 0.07 del
grupo STZ) y hay un incremento en la presién de perfusién basal (PPB= 69.33 +
2.03 grupo control vs. PPB= 88.35 + 2.25 grupo STZ), pudiendo estar aumentada
la resistencia glomerular. Ademas de que la pérdida funcional podria manifestarse
con la hiperfiltracion como cambio adaptativo por dafio progresivo de la

enfermedad renal cronica (Mezzano et al., 2005).

En el caso del riidn de rata con diabetes mellitus después de la inhibicién
de la ECA, el efecto maximo no tiene diferencia significativa con respecto al grupo
control (Emax= 169.73 + 9.41 del grupo control vs. Emax= 181.47 + 5.85 del grupo
STZ + C) se muestra que la sensibilidad a la fenilefrina aument6 (pD2=3.59 £ 0.07
del grupo control vs. pD2=3.96 £0.14 del grupo STZ + C) y hay un incremento en la
presion de perfusion basal (PPB= 69.33 + 2.03 grupo control vs. PPB= 84.22 +
3.42 grupo STZ + C), asi que la inhibicidon de la ECA durante la diabetes mellitus,
podria provocar cambios hemodinamicos renales que se relacionan con una

disminucién en la resistencia glomerular y aumento del flujo sanguineo efectivo.

Para observar como se relacionan los cambios hemodinamicos con la
regulacion de la Ang I, se midieron los niveles de proteina del receptor AT+ en
homogenizado de rifidn. Contrario a lo que se esperaba, se muestra en el analisis
densitométrico que no se presentdé cambio en la abundancia de la proteina del
receptor AT1 renal durante el desarrollo de la diabetes por cuatro semanas (1 vs.
0.87 + 0.18 del grupo STZ relativo al control). Segun algunas investigaciones,
puede relacionarse que la sobreestimulacion del agonista provoque una
desensibilizacion de los receptores con una consecuente internalizacion al nucleo
provocando la disminucion de su sintesis (Gallardo-Ortiz et al., 2016). Mientras
que la inhibicion de la ECA en la diabetes indujo niveles del receptor AT
significativamente mayores (1 vs. 1.91 + 0.06 del grupo STZ+C relativo al control)

con un aumento aproximado de un 90% respecto al control. Por el contrario, la
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inhibicion del SRA podrian aumentar los niveles de proteina del receptor como
respuesta compensatoria a menores concentraciones de angiotensina circulante.
De acuerdo a los datos obtenidos, el tratamiento con captopril durante la diabetes
mellitus incrementa la presion de perfusion inducida por fenilefrina; lo que podria

mejorar el flujo glomerular.
9. CONCLUSION

La inhibicibn de la angiotensina Il previene el dafo en la respuesta
adrenérgica en la aorta de rata durante la hipertension arterial y disminuye la
resistencia glomerular. La inhibicion de la angiotensina Il no alcanza a prevenir el
dafio en la respuesta adrenérgica en la aorta de rata durante la diabetes mellitus
ya que se muestra reducida la distensibilidad del vaso sanguineo; no obstante, si
modifica la respuesta de los receptores a1 en el rindn disminuyendo la resistencia

glomerular.

10. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en la presente investigacién, se pretende
incluir un grupo experimental que manifieste al mismo tiempo las dos patologias
estudiadas y su control; un grupo con hipertension arterial y diabetes mellitus.
Ademas de otro grupo con hipertension arterial, diabetes mellitus e inhibicion de la
ECA. Estos modelos no se manejaron en esta investigacion por su elevada tasa

de mortalidad.

Examinar otros elementos del dafio renal durante la hipertensién arterial y/o
la diabetes mellitus para relacionarlo con los datos obtenidos. Determinar los

factores ya estudiados a diferentes tiempos del desarrollo de las patologias.

A diferentes tiempos del desarrollo de la hipertension arterial y la diabetes
mellitus con inhibiciéon de la ECA, determinar la densidad de proteina de los

receptores adrenérgicos a1p.
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Probar la reactividad del péptido angiotensina Il en el rindn de rata diabética
con y sin inhibicién de la ECA. Asi como evaluar la participacion de los receptores

a angiotensina Il tipo AT+ de todos los grupos experimentales.
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