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RESUMEN

La hipertension (HA) y la Diabetes (DM) son enfermedades que a
menudo se presentan en conjunto, y ademas conllevan a complicaciones en
organo blanco como corazon, cerebro, rifidn y vasculaturas, siendo las causas
principales de mortalidad. Ambas patologias representan factores de riesgo a
complicaciones cardiovasculares, asociadas a un riesgo incrementado de
insuficiencia renal y nefropatia.

Uno de los sistemas implicados en regular la presion arterial es el
Sistema Renina-Angiotensina renal, este controla la presion arterial tanto a
corto como a largo plazo. La angiotensina Il (ANG II) al ser el mediador mas
importante de este sistema, tiene una participacion importante en la
homeostasis renal y cardiovascular, mediando sus efectos fisiol6gicos y
fisiopatologicos a través de dos tipos de receptores especificos, principalmente
por el receptor AT;. Por lo que creemos que hay un aumento a la respuesta
presora de la ANG Il en etapas tempranas de la DM y la HA. Siendo asi
nuestro objetivo determinar la participacion de la ANG Il en el rifion en etapas
tempranas en la DM y en la HA, para lo cual se evalué cambios a la respuesta
presora de ANGII en rifiones de ratas con DM e HA, asi como también se
determind la presencia del receptor AT, en rifiones de ratas con DM e HA.

Se emplearon ratas Wistar de 200 a 250 g y se dividieron en 4 grupos:
Control, Hipertensas (75 mg/kg/dia L-NAME, durante 2 semanas), Diabéticas
(Estreptozotocina 60 mg/kg i.p.) y Diabéticas-hipertensas. Se corrieron curvas
concentracion-respuesta a la ANG Il en los rifiones derechos en un sistema de
organo aislado tipo Langendorff, perfundido con solucion de Krebs-Henseleit, a
pH 7.4, burbujeada con carbogeno (95% de O, - 5% de CO,) y mantenidos a
37 °C. Los rifiones aislados de los animales se dividieron en corteza y médula
renales y se utilizaron para la determinacion del receptor AT, por la técnica de
Western Blott.

El tratamiento hipertensivo produjo un aumento significativo de la presion
arterial (Control: 120/80 Vs L-NAME: 140/120 p<0.05), en tanto la Diabetes no
es capaz de modificar dicho valor. La ANG Il causa un incremento de la presion
de perfusién renal dependiente de concentraciones crecientes de ANG II. La
respuesta presora maxima fue observada en las ratas diabéticas-hipertensas
(Control: 54.8 + 3.8 mmHg Vs diabéticas-hipertensas: 65.5 + 12 mmHg p<0.5),
asi mismo también se observé una mayor sensibilidad a la ANG Il en el grupo
diabético-hipertenso (Control: 6.02 + 0.3 Vs diabéticas-hipertensas: 7.2 + 0.14
p<0.5). El efecto antagonista de losartan causa que no haya diferencias en el
efecto maximo, es decir, siempre llegaron al mismo efecto maximo. En tanto la
sensibilidad (pD) a la ANG Il no existe diferencia significativa entre grupos, sin
embargo se puede observar un mayor antagonismo en el grupo diabético-
hipertenso, sugiriendo que el receptor AT, del rifidn tiene mayor sensibilidad al
losartan. El analisis del receptor AT; de corteza y médula renales por Western
Blot mostré que en el grupo diabético-hipertenso existe una disminucion
significativa en la expresion de este receptor.

En el presente estudio se demuestra que la administracion cronica de L-
NAME esta asociada con una vasoconstriccion aumentada a la ANG II. Asi,
nuestros resultados confirman reportes previos en el que el bloqueo crénico de
ON produce activacion del sistema renina angiotensina, que se involucra en el
mantenimiento de la hipertension, la Diabetes y la vasoconstriccion renal



descrita en este modelo. Por otra parte, se muestra que el losartan, un
antagonista selectivo para el receptor AT,, logra bloquear la respuesta
renovascular a la ANG Il. Este ultimo dato en particular sugiere que el efecto
vasopresor de ANG Il esta mediado principalmente por el receptor AT;.

El aumento en la vasoconstriccion inducida por ANG Il podria haber sido
atribuida a un aumento en la expresion de los receptores AT; en el riion. No
obstante, nuestros datos revelan que el patrén de expresion no es uniforme en
corteza y médula renales, asi como entre grupos. La médula renal presenta un
aumento de tres veces mas la expresion del AT; respecto a la corteza de los
grupos control respectivamente, evidenciando la participacion que tiene la ANG
Il en este lecho anatémico en la regulacién de la homeostasis renal y en la
formacion de una orina mas concentrada. Ademas existe una menor expresion
del AT en el grupo diabético-hipertenso, indicando que pueden existir cambios
en la afinidad del receptor o mecanismos de transduccion de sefal
relacionados con la activacion del receptor.

No descartamos una participacion del receptor AT, en este
comportamiento, ya que se ha reportado que la activacion de este receptor
produce dilatacion arteriolar, proviendo un mecanismo contraregulatorio a la
activacion del AT;:. Una menor expresion del AT, podria estar involucrada. En
conclusién nuestros resultados muestran que la activacion de los receptores
AT, estan asociados con una hipersensibilidad de la vasculatura renal en
diabetes asociada con hipertension.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. DIABETES MELLITUS: DEFINICION Y CLASIFICACION

En la actualidad las naciones desarrolladas han sido testigos del
incremento explosivo de la prevalencia de Diabetes Mellitus (DM), asociada
con cambios en el modo y estilo de vida y con el aumento en la incidencia de
obesidad que lleva consigo. Esta enfermedad representa un problema de salud
publica en crecimiento por las complicaciones metabdlicas asociadas a la
hiperglucemia que incluyen: aterosclerosis, nefropatias cronicas y ceguera. Por
lo tanto, es de suma importancia tomar el gran reto de ampliar los
conocimientos sobre la fisiopatologia de esta enfermedad, sus complicaciones,
asi como su prevencion y tratamiento.

La Diabetes Mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa,
caracterizada por hiperglucemia que resulta de los defectos en la secrecion de
la hormona insulina, la resistencia a su accion 6 ambas cosas. En esta
patologia esta alterado el metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas, principalmente (Expert committee on the diagnosis and treatment of
Diabetes Mellitus, 2003).

El defecto en la secrecidén 6 accion de la insulina puede ser debido a dos
razones, principalmente. Primero, en alrededor del 90% de los diabéticos tipo
1, la DM puede asociarse a una enfermedad autoinmunitaria de las células
del pancreas, en la que se han encontrado anticuerpos dirigidos contra
antigenos tanto citoplasmicos como membranales. Entre ellos se incluyen
anticuerpos contra: células de los islotes, insulina (IAA), descarboxilasa de

acido glutamico 65 y 67 (GAD-65 y GAD-67), proteina de choque por calor 65

1
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(HSP-65), albumina de suero bovino y proteina parecida a la fosfatasa de
tirosina (IA-2 6 IA-2B) (Stephen, 2007). Segundo, en el 90% del total de
diabéticos la DM se ha asociado a la obesidad, en donde hay una resistencia a
la insulina en los tejidos u érganos blanco, ya sea por falla en el acoplamiento a
los receptores de insulina 6 un defecto en la sintesis 6 maduracion de la
misma.

Sin embargo, la mayoria de los casos de Diabetes Mellitus presentan un
decremento en la concentracion de insulina en la circulacion y una disminucion
de la respuesta de los tejidos periféricos a esta sustancia (Stephen, 2007) que
da como resultado un estado hiperglucémico. La hiperglucemia crénica
resultante, que es la caracteristica central del sindrome, se asocia con dafio,
disfuncion ¢ insuficiencia de diferentes 6rganos especialmente de los 0jos,
rilones, nervios, corazén y vasos sanguineos (Masharani et al., 2006). Esta
enfermedad es considerada de tipo epidémico y se estima que en el mundo
tiene una prevalencia alta afectando a mas de 240 millones de personas
(Federacion Internacional de Diabetes, 2007), y en México 6 millones de

personas que son mayores de 20 afos padece Diabetes (ENSA, 2005).

1.2. DIAGNOSTICO DE LA DIABETES MELLITUS

Los criterios para diagnosticar diabetes son: una glucemia casual, en
cualquier momento del dia sin importar el tiempo desde la Ultima ingesta de
alimento, mayor 6 igual a 126 mg/dl en dos o mas visitas al médico; los
sintomas clasicos como poliuria, polidipsia y pérdida de peso (Masharani et al.,
2006). Existe un grupo intermedio de sujetos cuyo nivel de glucemia no es

criterio para clasificarlo como diabetes, pero es muy alto para considerarlo
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normal, dicho grupo se denomina como intolerancia a la glucosa; es decir,
glucemia en ayuno mayor 6 igual a 110 mm/dl y menor a 126 mg/dl, después

de una sobrecarga de glucosa (75 g de glucosa disuelta en agua).

1.3. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS
La gran mayoria de los casos de diabetes se agrupa en dos categorias:
1.3.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1:

La Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) se sabe que es de origen inmunitario
en mas de 90% de los casos e idiopatica en menos de 10% (Masharani et al.,
2006). En esta forma de diabetes la tasa de destruccion de las células
pancreaticas es variable, es decir, rapida en nifios y lenta en adultos, aun asi
los pacientes presentan tendencia a la cetoacidosis como primera
manifestacion de la enfermedad y la mayoria de los individuos clasificados en
esta categoria dependen del tratamiento con insulina exdgena para sobrevivir.

En este tipo de diabetes, la disfuncion endotelial se mantiene y puede
causar complicaciones microvasculares, no obstante, aun no esta claro si la
disfuncion endotelial es una caracteristica propia del estado diabético

(Schalkwijk et al., 2005).

1.3.2. DIABETES MELLITUS TIPO 2:

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza por una resistencia a la
insulina y deficiencia relativa de insulina. Esta patologia incluye un grupo
heterogéneo de pacientes, la mayoria obesos y/o con distribucion de grasa
predominantemente abdominal, con fuerte predisposicion genética, cuya

contribucién no esta bien definida hasta la actualidad. En estos pacientes los
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niveles de insulina plasméatica son normales 6 incluso elevados, sin tendencia a
la acidosis, responden a dieta e hipoglucemiantes orales, aunque con el tiempo
muchos requieren insulina para su control, ella no es indispensable para
preservar una buena calidad de vida. Existen reportes de una prevalencia alta
de pacientes con DM2, sin embargo, hay un niamero importante de pacientes
no diagnosticados, con una subestimacion de 90%, es decir, por cada paciente

diagnosticado hay 9 que aun no lo saben (Diamond, 2003; Zimmet et al., 2001).

Tabla 1. Diferencias mas relevantes entre las dos formas mas comunes de Diabetes Mellitus
(tipo 1y tipo 2). (Modificada de Arias, 2003).

Distribucion
porcentual
Mecanismo
etiopatogénico

Inicio

Edad de aparicion
Peso corporal
Tendencia a la
cetosis

Tratamiento con

insulina

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Menos frecuente (5-10% de los
casos)

Destruccion autoinmune de las
células 3

Habitualmente es rapido, con
sintomas muy marcados
Generalmente antes de los 20
afos

En mas del 80% de los casos el
paciente es delgado

Constante en ausencia de
tratamiento insulinico
Imprescindible para conservar la

vida

Mas frecuente (90-95% de los
casos)

Insulinoresistencia y falla
secretoria de distintos grados
Generalmente es lento e
insidioso

Por lo comun después de los 39
afios

En més del 80% de los casos el
paciente tiene sobrepeso

Poco frecuente, asociada con
infecciones, estrés, etc.
Necesario en algunos casos
para el control adecuado

1.3.3. OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES:

En este grupo se engloba una serie de entidades de fisiopatologia muy

heterogénea. Estos tipos de diabetes, menos del 10% de los casos, presentan
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variaciones dependientes de la causa subyacente. Incluyen pacientes con
defectos genéticos que modifican la accion biolégica de insulina a nivel
receptor o post-receptor, como la forma llamada MODY (Matury Onset
Diabetes of the Young); otros con patologias pancreaticas (pancreatectomia,
pancreatitis aguda, pancreatitis cronica, neoplasia del pancreas,
hemocromatosis); endocrinopatias; agentes infecciosos 0 farmacos que

pueden producir diabetes secundaria.

1.4. HIPERTENSION ARTERIAL: DEFINICION Y CLASIFICACION

La hipertensién arterial (HA) representa un problema grave de salud
publica al ser considerada como el primer factor de riesgo para sufrir
enfermedad cardiovascular (ENSA, 2000), afectando a personas en edad
productiva. Su importancia radica en las consecuencias sobre la esperanza y
calidad de vida de quien la padece. En esta enfermedad, los pacientes cursan
sin sintomatologia hasta que aparecen una 6 varias complicaciones, de ahi que
se le llame el asesino silencioso. La prevalencia de hipertension arterial en
México resulté de 30.8% en personas mayores de 20 afios de edad 6 mas
(ENSANUT, 2006). Ademas, la prevalencia de HA aumenta con la edad,
alcanzando cifras de alrededor del 50% de las personas mayores de 60 afios
(Hoffman, 2007).

La HA sistémica se define como un padecimiento cronico en el cual la
caracteristica principal es un aumento sostenido de la presion arterial por
encima de 140/90 mmHg (JNC-7, 2003) y en adultos, el riesgo de padecer una
enfermedad cardiovascular y renal relacionada con esta enfermedad es lo

bastante alto para ameritar atencién médica (Hoffman, 2007). La hipertensién
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arterial es un desorden hemodinamico de las sustancias vasodilatadoras, de
las vasoconstrictoras o ambas; que refleja un aumento en las resistencias

vasculares periféricas (Sosa et al., 2005).

Tabla 2. Valores de presion arterial sistélica y diastélica considerados en la clasificacion de
presion arterial. Modificada de JNC-7, 2003.

Clasificacion PAS (mmHg) PAD (mmHgQ)
Normal <120 y <80
Prehipertension 120-139 0 80-89
Estadio 1 140-159 0 90-99
Estadio 2 >160 0 >100

En el 90 % de los casos de HA, la causa es desconocida, por lo cual, se
le ha denominado HA esencial, con una fuerte influencia hereditaria. En 5 a 10
% de los casos, existe una causa directamente responsable de la elevacion de
la presion arterial y a esta forma de HA se le denomina HA secundaria
(Zenteno et al., 2003). Sin embargo, en todas las formas de hipertension, la
resistencia periférica total esta aumentada por multiples factores, entre los que
se incluyen: disfuncién endotelial, que se caracteriza por una disminucion de la
funcidon y/o la produccion de oxido nitrico (ON) y prostaciclina (PGI2), la
elevacion de los niveles plasméaticos de endotelina; la activacion del sistema
renina-angiotensina y un aumento de la angiotensina Il (ANG IlI) circulante
como agente vasoconstrictor; el incremento de catecolaminas y la viscosidad
sanguinea; asi como cambios estructurales de los vasos sanguineos que
consisten en la hipertrofia de la pared vascular y contribuyen a la disminucion

en el numero y calibre de las células (Sosa et al., 2005).




Felipe Francisco Rivera Jardon 11QB-UMSNH

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud, el peligro de
enfermedad cardiovascular se incrementa de modo notable por tabaquismo,
diabetes 0 aumento de las lipoproteinas de baja densidad; la coexistencia de
hipertension con estos factores de riesgo incrementa la morbilidad y mortalidad
cardiovasculares a un grado que se complica por cada factor de riesgo
adicional (Hoffman, 2007).

Las principales complicaciones de la hipertension estan relacionadas
con elevaciones sostenidas de la presion arterial y en consecuencia, cambios
en la vasculatura y el corazon (Cruz, 2001), por lo que el riesgo de una
enfermedad cardiovascular, renal y otras enfermedades, es mas bajo con
presiones arteriales menores de 120/80 mmHg. Las recomendaciones acerca
del tratamiento no farmacoldgico de la hipertension incluyen: reduccion del
peso corporal, restriccion de sodio, restriccion de alcohol, ejercicio fisico,
reduccion de estrés, tratamiento con potasio, evitar el consumo de tabaco,
café y otros factores (Hoffman, 2007)

Aunque actualmente se realiza una gran cantidad de investigaciones
sobre la HA, en mas del 90% de los pacientes hipertensos no se encuentra una
causa concreta, sin embargo, hay avances en el conocimiento de la
participacion del endotelio vascular y sus productos, los nexos fisiopatoldégicos
con otras entidades como la Diabetes Mellitus y la obesidad a través de la
resistencia a insulina y el papel de los distintos cationes (sodio, principalmente)

en el desarrollo de la hipertension arterial (Cruz, 2001).
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1.5. PERSPECTIVA ACTUAL DE LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Por enfermedad cardiovascular (ECV) se entiende la enfermedad
cardiaca secundaria a aterosclerosis que afecta las arterias coronarias que
nutren al corazén y es causa de infarto al miocardio (OMS, 2007). En la
actualidad, este tipo de enfermedades representan la principal causa de
morbilidad y mortalidad en sociedades desarrolladas y ejercen un gran impacto
en la salud individual y en costos altos de atencion médica.

Las ECV son la primera causa de muerte a nivel mundial, afectan por
igual a ambos sexos y mas del 80% de los pacientes viven en paises en vias
de desarrollo, se estima que 17.5 millones de personas mueren cada afio a
causa de una enfermedad cardiovascular (OMS, 2007). Los factores de riesgo
para padecer alguna ECV estan bien definidos y son: la hipertension arterial, la
Diabetes Mellitus, la obesidad, el tabaquismo, el alcoholismo, el sedentarismo,
asi como el consumo excesivo de sal (ENSA, 2000).

Las enfermedades renales crénicas representan un factor de riesgo para
enfermedad cardiovascular independiente de los mencionados anteriormente
(Elsayed et al., 2007) y en Meéxico, existe una prevalencia alta de
enfermedades renales cronicas, siendo los principales factores de riesgo la
diabetes y la obesidad (Paniagua et al., 2007). Uno de los principales
mecanismos  fisiopatologicos  involucrados en las  complicaciones
cardiovasculares de las enfermedades renales es la disfuncion endotelial
(Schiffrin et al., 2007) y se ha demostrado que la micro y macroalbuminuria son
una expresion de la disfuncion endotelial generalizada. La relacion de

enfermedades como la diabetes, la obesidad, la hipertension, asi como la
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disfuncion renal llevan a la activacion del sistema renina-angiotensina (SRA), al
aumento del estrés oxidativo, la inflamacion de bajo grado con incremento en
las citocinas circulantes y la dislipidemia. Todos estos mecanismos
fisiopatoldégicos comunes estan implicados en la asociacion de insuficiencia

renal y ECV (Schiffrin et al., 2007).

1.6. COMPLICACIONES DE LA DIABETES ASOCIADA CON
HIPERTENSION

Tanto la diabetes como la hipertension son enfermedades que
predisponen independientemente a complicaciones cardiovasculares y renales,
son consideradas como crénico-degenerativas, su evolucion es silenciosa, son
asintomaticas y cursan inadvertidas, en el inicio, hasta que el paciente acude al
médico por una complicacion de dicha enfermedad. Ambas enfermedades
presentan una prevalencia alta en la poblacién y es relativamente frecuente
encontrarlas asociadas en un mismo paciente. La ENSA 2000 muestra que del
total de la poblacion hipertensa, existe un 16.4% de pacientes hipertensos que
tuvo diagnostico de diabetes, y de toda la poblacion diabética el 46.2% tuvo
hipertension arterial (ENSA, 2000). Estos pacientes conforman un grupo de alto
riesgo que representa un reto especial para su control médico por la
susceptibilidad alta a eventos cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares y renales son la principal causa de
muerte en personas con diabetes y algunos otros factores como la hipertensién
contribuyen a que aumente esta prevalencia. Se ha observado que la
hipertension es aproximadamente dos veces mas frecuente en pacientes con

diabetes comparado con los que no tienen esta enfermedad (Sowers et al.,
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2001), aunque las personas con hipertension tienen una prevalencia alta de
resistencia a la insulina y un substancial riesgo incrementado para desarrollar
DM2 (Sowers, 2004).

En la diabetes, el inicio de la hipertensién ocurre principalmente como
una consecuencia de insuficiencia renal, es decir, el dafio al riidn condiciona la
presencia de hipertensién. Se ha reportado que la microalbuminuria, que es
una anomalia de la funcion renal, se desarrolla antes de cualquier evidencia
clinica de enfermedad cardiaca coronaria 6 enfermedad vascular renal en
pacientes que tienen diabetes con o sin hipertension (Sowers et al., 2001). La
microalbuminuria es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de
ECV y un predictor para la mortalidad cardiovascular en la poblacién diabética
(Sowers et al.,, 2001), ademas de ser la caracteristica particular que parece
acelerar el desarrollo de complicaciones microvasculares incluyendo nefropatia
y retinopatia. Es evidente entonces, que el dafio al riidbn es un factor
importante y una vez que el paciente con DM2 desarrolla proteinuria, el decline
en la funcion renal parece ser inevitable (Deedwania, 2000). La
microalbuminuria se correlaciona también con aterosclerosis y disfuncion
endotelial y tiene una contribucion a la disfuncion endotelial glomerular y
generalizada (Deedwania, 2000).

Cuando existe diabetes con hipertension se incrementa aun mas el
riesgo de la disminucién de la funcién renal, ya que por un lado la hipertension
por si sola no causa una disminucion significativa, y por otro lado la diabetes
sola es la causa mas comun de enfermedades renales (Hassing et al., 2004),
es decir, la hipertension acelera la tasa de disfuncion renal en pacientes tanto

con DM2 como con proteinuria (Deedwania, 2000; Sutters, 2008).
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Alrededor del 40% de los casos de insuficiencia renal terminal se deben
a la nefropatia diabética, caracterizada: por proteinuria, disminucion de la tasa
de filtracion glomerular y un incremento en la presion arterial (Sowers, 2004),
en tanto la hipertension ocasiona otro 30%.

La historia familiar y la predisposicidbn genética para la diabetes e
hipertension, se ha asociado con un perfil aterogénico de riesgo cardiovascular,
con reflejo de adiposidad, concentraciones altas de triglicéridos y de colesterol
total e hipertension arterial (Braxton et al., 1999). La aterosclerosis es la
principal complicacion macrovascular, responsable, de al menos la mitad, de
las muertes en pacientes con DM2 (Deedwania, 2000).

Existen diversos reportes que indican la importancia del tratamiento
adecuado en estos pacientes, en particular, mantener una presion arterial
menor a 130/85 mmHg, con un 6ptimo de 120/80 mmHg y de esta manera se
reduce en gran medida los riesgos de eventos cardiovasculares en pacientes
hipertensos con diabetes (JNC-6 1997; Sowers et al., 2001). En este tipo de
pacientes es mas importante mantener un riguroso control de la presion arterial
que el control estricto de la glucemia. Se ha observado que el uso de farmacos
antihipertensivos se obtiene una disminucion significativa del 34 % en el riesgo
de eventos cardiovasculares. Los antihipertensivos que producen este
beneficio son: los diuréticos tiazida, antagonistas beta-adrenérgicos,
bloqueadores de los canales de calcio, inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECA’s) y antagonistas del receptor a angiotensina AT;
(ARA’S) (Ross et al., 2003).

Como ya se menciond anteriormente, lograr niveles de presién arterial

bajos en este grupo de pacientes aporta beneficios, pero se ha observado que
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el uso de farmacos que intervienen en el sistema renina angiotensina, como
son: los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, los antagonistas
del receptor AT; e incluso los inhibidores de renina, otorgan un beneficio
adicional, particularmente por su efecto renoprotector (Sowers, 2004). En este
sentido, el tratamiento con captopril reduce un 50% los niveles de creatinina
sérica en pacientes con DM2 (Sowers, 2004) y reduce significativamente la
tasa de progresion de albuminuria (Deedwania, 2000). La terapia con diversos
antagonistas del receptor AT;, como el losartan, fue asociada con una
reduccion del 28% del riesgo de insuficiencia renal terminal (Sowers, 2004). La
elevacion de los niveles de bradicinina, asociada con la inhibicién de la ECA 'y
la subsecuente produccién estimulada de éxido nitrico, prostaciclina y factor
hiperpolarizante derivado del endotelio puede contribuir a los beneficios clinicos
de los IECA’s, en tanto los ARA’s pueden proveer renoproteccion vy
cardioproteccion en estos pacientes, de manera similar que los provistos por

los IECA’s (Deedwania, 2000).

1.7. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL RINON

El rindn es un 6rgano encargado de eliminar sustancias de desecho de
la sangre y esta disefiado para filtrar grandes cantidades de sangre, reabsorber
sustancias que deben conservarse en el organismo y excretar los elementos
gue deben eliminarse.

Las funciones del rindn son numerosas como las que se resumen en la

tabla 3 (Tomada de Guyton y Hall, 2006):
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Los rifiones se encuentran situados en la pared posterior del abdomen,
por fuera de la cavidad peritoneal, uno a cada lado de la columna vertebral

(Guyton y Hall, 2006).

Tabla 3. Principales funciones del rifion.

Excrecion de los productos metabdlicos de desecho y de las sustancias
guimicas extrafias

Regulacion del equilibrio hidrico y electrolitico

Regulacion de la osmolalidad de los liquidos corporales y de las
concentraciones de electrélitos

Regulacion del equilibrio acido-béasico

Regulacion de la presion arterial

Secrecion, metabolismo y excrecién de hormonas

Gluconeogénesis

La arteria renal principal se ramifica cerca del hilio renal en las arterias
segmentarias, que a su vez, se subdividen para formar las arterias
interlobulares que penetran al parénquima renal y forman una curva en el borde
de la médula y la corteza renales para formar vasos parecidos a un arco,
conocidos como arterias arciformes. Estas Ultimas dan lugar a ramas
perpendiculares llamadas arterias interlobulillares que entran en la corteza
renal y llevan sangre a las arteriolas aferentes. Una arteriola aferente Unica
penetra al glomérulo de cada nefrona, y se ramifica de modo extenso para
formar la red de capilares glomerulares. Esas ramas muestran coalescencia y
constituyen la arteriola eferente. Las arteriolas eferentes de los glomérulos
superficiales ascienden hacia la superficie renal, antes de dividirse en capilares
peritubulares que riegan a los elementos tubulares de la corteza renal. Las
arteriolas eferentes de los glomérulos yuxtamedulares descienden hacia la

médula y se dividen constituyendo los vasos rectos descendentes, los cuales
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suministran sangre a los capilares de la médula. La sangre que regresa desde
esta Ultima, por medio de los vasos rectos ascendentes, drena de manera
directa hacia las venas arciformes, y la sangre que proviene de los capilares
peritubulares de la corteza entra en las venas interlobulillares que, a su vez, se
conectan con las venas arciformes, mismas que drenan hacia las venas
interlobulares, las cuales drenan hacia las venas segmentarias; la sangre sale
de los rifiones por medio de la vena renal principal (Jackson, 2007).

Cuando se hace un corte longitudinal del rifién, se puede observar que
esté dividido en dos regiones principales: una interna llamada médula renal y
una externa llamada corteza renal. La médula est4d formada por varias
pirAmides renales, los apices de éstas se proyectan dentro de los célices
menores. El extremo de un &pice se denomina papila. Cada piramide medular
coronada por una region de corteza renal constituye un Iébulo sencillo (Vander,

1993).

Nefrona Corteza

Arteria renal

Vena renal

Pelvis L)
renal il
Medula Uréter

Figura 1. Corte longitudinal del rifibn, se observan las estructuras principales del rifidn: corteza,
médula, arteria renal, vena renal, uréter y pelvis renal.
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1.7.1. LANEFRONA

El rifndn humano esta formado por cerca de un millén de nefronas, que
son la unidad béasica formadora de orina de los rifiones. El rifibn no puede
regenerar nefronas nuevas, por lo tanto, las lesiones o las enfermedades
renales, o el envejecimiento normal, producen una pérdida progresiva del
namero de nefronas. Sin embargo, esta pérdida no encierra peligro para la vida
porque los cambios adaptativos de las restantes nefronas les permiten excretar
las cantidades adecuadas de agua, electrolitos y productos de desecho.

Cada nefrona consiste en un glomérulo conectado a una porcion tubular
larga que reabsorbe y condiciona el ultrafiltrado glomerular. La nomenclatura
para los segmentos de la porcion tubular de la nefrona se ha tornado cada vez
mas compleja a medida que los fisi6logos renales han subdividido la nefrona en
segmentos cada vez mas cortos, la fundamentacién descrita, en general, se
realiza con base en la morfologia de la cubierta de células epiteliales de los

segmentos de la nefrona (Jackson, 2007).

Nefrona

cortical Corteza

renal

Médula

Nefrona

renal
Yuxtamedular

Conducto

colector

Figura 2. Esquema de las dos principales tipos de nefronas: cortical y yuxtamedular, ambas
conectadas a los tubulos colectores de orina.
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A pesar de que cada nefrona contiene todos los elementos descritos,
existen diferencias regionales importantes en cuanto a la localizacion de los
diferentes elementos tubulares y vasculares (Vander, 1993). Las nefronas que
tienen sus glomeérulos situados en la parte externa de la corteza, asas de Henle
cortas, con un breve recorrido dentro de la médula, reciben el nombre de
nefronas corticales. Otro tipo de nefronas, las yuxtamedulares que son
alrededor del 20 al 30% de las nefronas, tienen sus glomérulos situados
profundamente en la corteza renal, ademas sus asas de Henle penetran
profundamente en la médula hasta alcanzar la punta de las papilas renales.

Los vasos que riegan las nefronas yuxtamedulares también se
distinguen de los de las nefronas corticales. En estas Ultimas, todo el sistema
tubular esta rodeado de una extensa red de capilares llamados peritubulares.
En cambio, en las nefronas yuxtamedulares, las largas arteriolas eferentes, se
extienden desde los glomérulos hacia abajo penetrando en la parte externa de
la médula y entonces se dividen en capilares especializados llamados vasos
rectos, adosados al asa de Henle. Esta red especializada de capilares de la
médula, desempefia un papel esencial en la formacibn de una orina

concentrada y en la regulacion de la homeostasis renal (Vander, 1993).

1.7.2. FORMACION DE LA ORINA EN EL RINON

En el ser humano, los dos riflones producen en conjunto alrededor de
120 ml de ultrafiltrado y, no obstante, solo se forma 1 ml/min de orina. En
consecuencia, mas del 99% del ultrafiltrado glomerular se reabsorbe con gran

costo de energia. Los rifiones consumen 7% de la captacion total de oxigeno
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del cuerpo a pesar de que estos oOrganos soOlo constituyen 0.5% del peso
corporal (Jackson, 2007).

La formacion de la orina es el resultado de tres procesos principales: la
filtracion glomerular, la reabsorcion tubular y la secrecion tubular. La formacion
de orina comienza con la filtracibn de una gran cantidad de liquido que
practicamente carece de proteinas, desde los capilares glomerulares a la
capsula de Bowman. La mayoria de las sustancias del plasma, excepto las
proteinas, se filtran libremente, de tal modo que sus concentraciones en el
filtrado glomerular de la capsula de Bowman son casi las mismas que en el
plasma. Cuando el liquido filtrado sale de la capsula de Bowman y pasa por los
tubulos, su composicion se va modificando debido a la reabsorcion de agua y
de determinados solutos, que son devueltos a la sangre, 6 debido a la
secrecion de otras sustancias que pasan desde los capilares peritubulares al
interior de los tubulos. Cada sustancia del plasma tiene su propia combinacion
de filtracion, reabsorcion y secrecion, antes de ser excretada. La tasa con la
gue una sustancia se excreta por la orina depende las tasas relativas de estos

tres procesos renales basicos (Guyton y Hall, 2006).

1.7.3. REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL POR LOS RINONES

La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre en contra de
cualquier unidad de area de la pared del vaso sanguineo y resulta de
multiplicar el gasto cardiaco por las resistencias periféricas totales (PA = GC x
RPT), no obstante, esta relacion matematica es extremadamente compleja al

aplicarse a un sistema biologico, ya que estan involucrados una serie de
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mecanismos bioldgicos variados en su origen e interaccion (Duarte et al.,
2003).

Ademas de la formacién de orina, los rifilones tienen la funcion de regular
la presion arterial a través de la activacion de mecanismos humorales, como el
sistema renina-angiotensina, que tiene una participacibn muy importante en la
regulacion de la presion arterial tanto a corto como a largo plazo (Jackson,
2007).

El mediador mas importante de este sistema es el péptido angiotensina
II (ANG 1) y como agente vasoconstrictor es casi 40 veces mas potente que la
noradrenalina. Este péptido desempefia una participaciébn importante en la
homeostasis renal y cardiovascular, mediando sus efectos fisiol6gicos y
fisiopatoldégicos a través de la estimulacion de dos tipos de receptores
especificos: ATy y AT, pero principalmente por el receptor AT;.

El sistema renina angiotensina se activa cuando hay una disminucién de
la presion arterial por baja del volumen sanguineo y/o de la concentracion de
sodio plasmético, principalmente. También lo activan la hipoperfusion de la
corteza renal de cualquier etiologia y la estimulacion de los receptores

adrenérgicos ;1 del aparato yuxtaglomerular (Cruz et al., 2004).

La angiotensina Il tiene diversas funciones tales como las siguientes:
a) INCREMENTA LA RESISTENCIA PERIFERICA TOTAL:
a) Vasoconstriccion directa,
b) Aumento de la neurotransmision noradrenérgica periférica,
c) Aumento la actividad simpatica, al estimular la liberacion adrenalina

de las glandulas suprarrenales.
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b) REGULA LA FUNCION RENAL:

a) Reduce la excrecion urinaria de sodio y agua e incrementa la
excrecion de potasio,

b) Estimula la sintesis y secrecion de aldosterona,

c) Reduce el flujo sanguineo renal mediante la constriccién directa del
musculo liso vascular renal.
c) ALTERA LA ESTRUCTURA CARDIOVASCULAR:

Estimula la migracion, proliferacion, hipertrofia y/o la capacidad de
sintesis de las células musculares lisas de los vasos, de los cardiomiocitos y/o

de los fibroblastos.

ANGIOTENSINOGENO

123 4 56 7 8 9 1011213 14
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-His-Ser-R

11 12 13 14
Val-lle-His-Ser-R

ANGIOTENSINA |

1 23 4 56 7 8 9 1
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COO

9 10
His-Leu-COO

ANGIOTENSINA I

1 2 3 456 7 8
NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COO

/\
L i,
U\)\Fca : ;)\@

Gq ok, Gi

Figura 3. Via clasica del sistema renina-angiotensina y formacion de péptidos angiotensina.
Las estructuras de las angiotensinas mostradas son las que se encuentran en seres humanos,
caballos, ratas y cerdos. Se describe la secuencia N-terminal del angiotensinégeno humano.
ECA, enzima convertidora de angiotensina; AT;, receptor tipo 1 a la angiotensina II; AT,,
receptor tipo 2 a la angiotensina Il.
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1.7.4. SINTESIS DE ANGIOTENSINA I

En la figura 3 se muestra a la renina, que es sintetizada, almacenada y
secretada hacia la circulacion arterial renal por las células granulares del
aparato yuxtaglomerular. Su secrecion es controlada por dos vias intrarrenales
y una extrarrenal. La via intrarrenal de la macula densa opera de acuerdo al
flujo de NaCl. El aumento del flujo de este compuesto inhibe la liberacion de
renina y su disminucion la estimula. La via intrarrenal del baroreceptor funciona
de acuerdo a los cambios de la presion sanguinea en los vasos
preglomerulares, su aumento inhibe la liberacion de renina y su baja la
estimula. La via extrarrenal del receptor B-adrenérgico es mediada por la
liberacibn de noradrenalina desde las terminales nerviosas simpaticas
postganglionares; la activacion de los receptores adrenérgicos de las células
yuxtaglomerulares aumenta la secrecion de renina.

El angiotensinégeno es sintetizado principalmente por el higado, aunque
también en el rifién, en el tejido graso y en ciertas areas del sistema nervioso
central, la renina hidroliza el decapéptido del amino terminal del
angiotensinégeno que la convierte en angiotensina | (ANG 1).

La enzima convertidora de angiotensina (ECA), esta ampliamente
distribuida como una ectoenzima unida a la membrana de las células
endoteliales de todo el sistema vascular. También se encuentra en cantidades
menores en el plasma y en las células germinales de los testiculos. Es una
dipeptidil carboxipeptidasa que cataliza a la angiotensina |, convirtiéndola en
angiotensina Il (Cruz et al., 2004) y degrada el nonapéptido bradicinina a

fragmentos inactivos (Nour et al., 2001).
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Una vez sintetizada la ANGII, esta media sus efectos al estimular dos
tipos de receptores de la membrana plasmatica, heptahelicoidales acoplados a

proteina G, AT, y AT, (Touyz et al., 2000).

1.7.5. LOS RECEPTORES A LA ANGIOTENSINA 1l
a) EL RECEPTOR AT,

El receptor AT, pertenece a la familia de receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteina G y que tipicamente activan a la
fosfolipasa C a través de la proteina heterotrimérica Gq11 (Touyz et al., 2000).
En el humano el gen del receptor AT; se encuentra en el cromosoma 3,y en la
rata los genes de los receptores AT1, Y ATy, S€ encuentran en los cromosomas
17 y 2, respectivamente (Kim et al., 2000). El receptor AT, consta de 359
aminoacidos, casi todos los efectos bioldgicos conocidos de la angiotensina Il
son mediados por este receptor, es decir, la estimulaciébn de este receptor
produce una elevacion de la presion arterial, vasoconstriccidn, incremento en la
contractilidad cardiaca, aumenta la liberacion de aldosterona de las glandulas
adrenales, facilita la liberacion de catecolaminas de las terminales nerviosas,
reabsorcion de agua y sodio (Jackson, 2007). La distribucion del receptor AT,
es ubicua, encontrandose ampliamente en tejidos adultos, incluyendo vasos
sanguineos, corazon, rifidén, glandulas adrenales, higado, cerebro y pulmones
(Kobori et al., 2000).

Ademas, existen reportes que soportan la idea de que la angiotensina |l,
a través del AT,, puede participar directamente en la patogénesis de diversas

enfermedades cardiovasculares y renales (Kim et al., 2000).
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b) EL RECEPTOR AT,

La segunda isoforma principal de los receptores a la angiotensina Il es el
receptor AT, que esta normalmente expresado en altas cantidades en tejidos
fetales y disminuye rapidamente después del nacimiento (Touyz et al., 2000).
En el adulto, la expresion de este receptor es limitada, encontrandose
principalmente en utero, ovarios, ciertos nucleos del cerebro, corazén y médula
adrenal (Kim et al., 2000). El receptor AT, consta de 363 aminoacidos; tiene
poca homologia en la secuencia de los aminoacidos (~32-34%) con el receptor
AT;; pertenece a la familia de receptores de siete dominios transmembranales
acoplados a proteina G. Aun no se definen bien las actividades funcionales de
los receptores AT, pero es posible que ejerzan un papel fisiolégico antagdnico
al AT,;, como efectos antiproliferativo, proapoptético, vasodilatador vy

antihipertensivo (Matsubara, 1998).

1.8. PRESION DE PERFUSION RENAL

La vasculatura renal tiene dos importantes caracteristicas. Primero, tiene
dos principales sitios de control, las arteriolas aferentes y las arteriolas
eferentes. Segundo, tiene dos redes de capilares en serie, llamados capilares
glomerulares y peritubulares o vasos rectos.

Como consecuencia de esta Unica arquitectura, cuando ocurre una caida
significativa de la presion en ambos tipos de arteriolas, la presion de los
capilares glomerulares es relativamente alta, en tanto la presion de los
capilares peritubulares es relativamente baja. La presion de perfusion renal
estd determinada por una selectiva constriccion o relajacion de las arteriolas

aferentes y eferentes, lo cual permite un control altamente sensible de la
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presion hidrostatica mediante la capilaridad glomerular y por lo tanto de la
filtracion glomerular.

Comparado con la condicion basal, en donde las resistencias arteriolares
son las mismas, si se contrae la arteriola aferente, mientras la arteriola eferente
se relaja, existe una disminucion de la presion de capilar glomerular.
Contrariamente, si se contrae la arteriola eferente, mientras se relaja la arteriola
aferente, aumenta la presion de capilar glomerular. De estas respuestas
idealizadas, uno puede deducir que un aumento en la resistencia arteriolar
aferente puede disminuir la tasa de filtracién glomerular (TFG) y un incremento
en la resistencia arteriolar eferente puede tener el efecto opuesto. Sin embargo,
cuando existen cambios fisiolégicos en la resistencia arteriolar aferente y
eferente usualmente no se mantiene una resistencia arteriolar total constante.
De esta manera, cambios en la resistencia arteriolar renal, generalmente lleva
a cambios en el flujo plasmatico glomerular, que puede influenciar la TFG

independiente de la presion de capilar glomerular (Giebisch et al., 2005).

1.9. PARTICIPACION DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA EN LA
DIABETES MELLITUS Y LA HIPERTENSION ARTERIAL

El SRA es uno de lo sistemas implicados en regular la presién arterial
controlando el volumen de fluido extracelular a través de las funciones
vasoactivas de la angiotensina Il y péptidos relacionados sobre células de
musculo liso vascular (Prieto et al., 2007).

El SRA, y en particular la molécula angiotensina Il, tienen un rango de
efectos hemodinamicos y no hemodinamicos. A la ANG Il se le ha atribuido una

contribucibn no solo al desarrollo de la hipertension sino también a la
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insuficiencia renal por una inapropiada activacion de dicho sistema (Kobori et
al., 2007). Por consiguiente, durante mucho tiempo los IECA’s y ARA’s se han
recomendado dentro de la primera linea de terapia tanto en personas con
insuficiencia renal como en pacientes hipertensos debido a que reducen
efectivamente la presion arterial (Kobori et al., 2007).

La DM es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, como hipertensién, aterosclerosis, e insuficiencia cardiaca
congestiva. La tasa de mortalidad es mayor en diabéticos comparado con
personas no diabéticas y las enfermedades cardiovasculares en pacientes
diabéticos incrementan ain mas el riesgo (Wichi et al., 2007). El SRA se ha
implicado en la etiologia de las complicaciones cardiovasculares de la diabetes
y la informacion publicada acerca del SRA en DM apunta hacia que este
sistema tiene una participacion muy importante en la fisiopatologia de ésta. Lim
y colaboradores (2004) encuentran que la hiperglucemia en ratas diabéticas
lleva a un incremento en los niveles de RNAmM y en la densidad del receptor
AT, cardiaco sin alterar las concentraciones de renina plasmaética.

Diversos estudios en modelos experimentales de diabetes muestran la
relacion del sistema renina angiotensina en esta enfermedad; por ejemplo, en
ratas obesas (Otsuka Long-Evans Tokushima), que es un modelo de nefropatia
con hipertension, existe un incremento significativo en la angiotensina I
intrarrenal. Mientras que en diabetes inducida con estreptozotocina incrementa
tanto el contenido de proteina como de RNAm de la renina, asi como el RNAmM
del angiotensinégeno intrarrenal (Kobori et al., 2007).

En cultivos de células de tabulo proximal, las altas concentraciones de

glucosa incrementan la expresién génica del angiotensinégeno, via especies
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reactivas de oxigeno, evidenciando que existe una activacion del SRA
intrarrenal en la DM (Zhang et al., 2006).

La mayoria de las acciones de la angiotensina Il sobre la funcion renal
son consecuencia de la activacion de sus receptores, que estan ampliamente
distribuidos en varias regiones y tipos celulares del rifién (Wichi et al., 2007;
Prieto et al., 2007). Por ejemplo, la deficiencia en los receptores ATi,
previenen la hipertension inducida por diabetes (Wichi et al., 2007).

La diabetes esta asociada con la activacion del SRA en humanos y en
animales, y cambios en el SRA se han ligado a disfuncion cardiovascular. Es
bien aceptado que los antagonistas del SRA son el tratamiento de eleccion
para el manejo de los diabéticos hipertensos. Estudios epidemiolégicos
muestran que el tratamiento con ARA’s, losartan o cardesartan, disminuye la
presion arterial y también reducen la incidencia de nuevos casos de diabetes.
Asi mismo, en animales, los ARA’s, reducen la presion arterial en ratas
diabéticas hipertensas. Baylis (2008) muestra que la diabetes se asocia con el
incremento de la produccion renal de angiotensina Il. Un estudio reciente
muestra que la diabetes inducida con estreptozotocina causa activacion de la
enzima convertidora de angiotensina tipo 2 (ECA2), una enzima proteolitica
involucrada en la formacion del péptido vasodilatador ANG (1-7), como
mecanismo compensatorio a esta enfermedad. También se ha reportado que la
deficiencia de insulina inducida con estreptozotocina o resistencia a la insulina
por una dieta alta en fructuosa activa el SRA, por una actividad de la ECA,
niveles aumentados de ANG Il y expresion en el cerebro de RNAmM de ATia.

(Wichi et al., 2007).
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En una diversidad de estudios experimentales, en modelos hipertensivos
y no hipertensivos de nefropatia diabética, se han demostrado claramente
efectos renoprotectores de agentes que reducen la actividad del SRA, tales
como IECA's 6 ARA’s. En el estado diabético, estos agentes incrementan
también la via de la aldosterona y parecen ser particularmente utiles en el
tratamiento de las enfermedades diabéticas renales y cardiovasculares.

La asociacion entre el control de la glucemia y de la hipertensiéon se ha
comprobado en diversos estudios clinicos (como el DCCT y el EDIC), en donde
los pacientes reciben un régimen estricto de insulina y se previene la
manifestacién de nefropatia diabética en estos sujetos. Se ha reportado que la
resistencia a la insulina directamente induce hipertension. Singer y cols. (2007)
reportaron que existe una correlacion directa entre los niveles altos de insulina
con la presion arterial, sin embargo, es incierto si la hipertension por si misma
pueda causar resistencia a la insulina (Ferrario, 2006). Existe una variedad de
explicaciones para la asociacion entre resistencia a la insulina y la hipertensién.

Primero, se ha sugerido que la angiotensina Il esta involucrada en el
desarrollo de la resistencia a la insulina debido a los efectos directos de la ANG
Il sobre las vias de sefalizacion de insulina. Segundo, se ha sugerido que la
insulina puede alterar el manejo renal de sodio via los efectos sobre la

reabsorcién tubular de sodio y la sensibilidad de sal (Sowers, 2007).

1.10. PAPEL DEL OXIDO NITRICO EN LA DIABETES E HIPERTENSION
El oxido nitrico (ON) fue descrito por Furchgott y Zawadazki en 1980,
guienes demostraron la capacidad de las células endoteliales para liberar un

factor relajante potente, difusible, que causa vasorelajacion en anillos aorticos
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de conejo in vitro. EI ON es un factor paracrino/autocrino, importante en la
regulacion fisiologica de numerosos procesos biologicos incluyendo
neurotransmision, control cardiovascular, crecimiento celular, apoptosis e
inflamacion (Mattson et al., 2007).

El ON controla el tono vascular dependiente del endotelio y desempefia
una funcién activa en numerosos procesos biolégicos como la vasodilatacion,
la defensa contra infecciones o agresiones ambientales, la plasticidad de la
sinapsis y ser una sefal positiva en la activacion del sistema inmunolégico.

El ON se sintetiza en diversas células, ademéas de las endoteliales, a
partir del aminoécido L-arginina por cuatro isoformas de la éxido nitrico sintasa
(NOS, por sus siglas en inglés). Estas enzimas son citosélicas y las expresan
genes diferentes, dos son dependientes de la Ca®‘/calmodulina, una es
inducible por citocinas y otra se localliza en las mitocondrias. Dichas isoformas
son: la endotelial (eNOS o NOS Ill), la inducible (iNOS o NOS II), la neuronal
(nNOS o NOS I) y la mitocondrial (MNOS) (Ghafourifar et al., 2007).

Estas enzimas catalizan la oxidacion sucesiva de alguno de los dos
residuos amino guanidino de la L-arginina para formar dos intermediarios
inestables, la N®-hidroxi-L-arginina y posteriormente la N®-oxo-L-arginina de
mayor estado de oxidacién. De esta Ultima se libera 6xido nitrico y L-citrulina,

por un reacomodo intramolecular (Moncada et al., 1989).

a) DEFICIENCIA DE OXIDO NITRICO EN LA DIABETES MELLITUS Y EN
LA HIPERTENSION ARTERIAL
El endotelio es la capa interna biolégicamente activa de los vasos

sanguineos (Schalkwijk et al., 2005), desempefia una participacién clave en la
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modulacién del tono vascular, a través de la produccion y liberacién de
sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras (Taddei et al., 1998). Entre las
moléculas importantes sintetizadas por las células endoteliales esta el oxido
nitrico que es importante por sus propiedades vasodilatadoras,
antiplaguetarias, antiproliferativas, disminuye la permeabilidad vascular y
antiinflamatorias (Schalkwijk et al., 2005).

En la hipertension humana, las pruebas disponibles indican que existe
reduccion de la produccion basal de 0xido nitrico y una respuesta disminuida a
la vasodilatacion dependiente del endotelio inducida por agonistas, como
acetilcolina, metacolina, bradicinina o la sustancia P en la vasculatura del
antebrazo. Esta respuesta an6mala a los agonistas puede ser causada por la
presencia simultanea de una alteracion en la via L-arginina-6xido nitrico y/o la
produccion de sustancias vasoconstrictoras derivadas de la ciclooxigenasa.

La reduccion de la produccion basal de ON parece ser secundaria al
incremento de la presién arterial, mientras que, a diferencia de las
observaciones en animales, es posible que el deterioro de la vasodilatacién
dependiente del endotelio y provocada por agonista pueda ser un fenébmeno
primario, puesto que puede detectarse en los sujetos normotensos sanos con
padres hipertensos esenciales (Mattson, 2007).

Ademas de lo mencionado anteriormente, el envejecimiento puede
inducir también deterioro de la vasodilatacion dependiente del endotelio por
mecanismos similares a los observados en la hipertension esencial. Es
interesante observar que las mujeres, tanto normotensas como hipertensas,
parecen estar protegidas de la disfuncion endotelial relacionada con la edad

hasta el comienzo de la menopausia (Prieto et al., 2007).
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Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que en etapas
tempranas de diabetes experimental existe una mayor liberacion de ON en las
arterias grandes como la aorta, mientras que en periodos largos de exposicion
a esta patologia, la liberacion de este factor relajante es nula, asemejando la

remocion endotelial de ratas control.

b) EL OXIDO NIiTRICO EN EL RINON

Las NOS se expresan ampliamente a lo largo de la vasculatura renal y la
nefrona. Las cuatro isoformas principales estan presentes en un numero de
segmentos vasculares y tubulares diferentes. La participaciéon del ON en el
control de la funcion renal se ha estudiado extensamente (Ishii et al., 2001). A
la fecha, hay estudios que indican que bajo condiciones fisiolégicas el ON
regula las resistencias vasculares renales, participa en el control de la
hemodindmica renal y glomerular, activa el circuito de retroalimentacion
tubuloglomerular, aumenta la liberacion de renina y transmisores simpaticos,
regula el transporte tubular de iones y excrecion renal de agua y sodio (Mattson
et al., 2007). De esta manera el ON intrarrenal contribuye a la regulacién a
largo plazo de la presion arterial (Mattson et al., 2007).

Las acciones autocrina/paracrina del ON en el rifion se han estudiado en
los vasos rectos de la meédula renal, en donde se ha observado una
comunicacion cruzada llamada tubulo-vascular. Bajo condiciones normales,
estos estudios demuestran que la angiotensina Il incrementa la liberacion de
ON intracelular (Mattson et al., 2007), favoreciendo de esta manera la

reabsorcion de liquidos y solutos y la formacién de una orina mas concentrada.
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Es ampliamente aceptado que el ON es un importante factor
antihipertensivo endégeno que desempefia una participacion significativa en el
control de fluidos, la homeostasis de electrolitos y la regulacion de la presion
arterial. Una disfuncién en las NOS en muchos tejidos se ha observado en
ratas genéticamente hipertensas o también en ratas Dahl sensibles a sal.
Ademas, la delecion génica de la eNOS se asocia con el desarrollo de
hipertension en ratones. A pesar de los datos substanciales que demuestran la
importancia del ON en el desarrollo de la hipertension, el mecanismo del efecto

antihipertensivo mediado por 6xido nitrico esta sujeto a debate.

1.11. HIPERTENSION POR DEFICIENCIA DE OXIDO NIiTRICO

La hipertension arterial representa un grave problema de salud publica y
a pesar de que existe un gran namero de publicaciones relacionadas con el
tema, la etiologia de la misma sigue siendo desconocida. Hay una diversidad
de modelos experimentales de hipertension que se han empleado para el
escrutinio de esta patologia. Existen modelos de hipertension primaria como
ratas espontaneamente hipertensas (SHR); modelos de hipertension
secundaria como ratas sensibles a la dieta de sal (DOCA), hipertension
renovascular (one, two-clip one kidney), hipertension por infusion de
angiotensina Il (bomba osmotica), hipertensién por inhibicién de la sintesis de
oxido nitrico (L-NAME) y la caracteristica comun de todos ellos es que existe
un desequilibrio en las sustancias vasoactivas como es el éxido nitrico (ON),
por lo que resulta importante estudiar los mecanismos fisiopatologicos de este

altimo tipo de hipertension mencionado.
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La administracion a largo plazo de inhibidores de las NOS por
administracion oral ¢ intravenosa ha demostrado producir una hipertension
sostenida y reversible en diferentes especies como raton, rata, conejos y
perros. Las caracteristicas comunes entre las diferentes especies con este
modelo son: hipertension sistémica, vasoconstriccion renal, una reduccioén en la
coeficiente de ultrafiltracion capilar glomerular (Kf glomerular) y retencién de
sodio (Mattson et al., 2007).

Aunque la administracion cronica oral 6 intravenosa de inhibidores de las
NOS produce hipertension, no estéa claro si la hipertension observada es el
resultado de la vasoconstriccidn sistémica generalizada, un efecto de la
reduccion de ON en el cerebro, 6 una consecuencia primaria de la reduccién de
la funcién excretoria renal.

En el rifidn los mecanismos potenciales por los que la inhibicion 6
deficiencia de las NOS pueden producir hipertension son: la reduccion de los
niveles de ON en el rifiébn entero, que provocan una disminucion de la velocidad
de filtracion glomerular a través de aumentar la constriccion de la vasculatura
renal, también se modifica la filtracion tabulo-glomerular en respuesta y/o
reduccion del coeficiente de ultrafiltracion glomerular, disminuyendo asi la
carga de filtracion. Ademas, una reduccion de los niveles de ON renal lleva a
una disminucion en el flujo sanguineo medular renal e incrementa la actividad
tubular del intercambiador Na*/H*, ATPasa Na'/K* y los canales de sodio
sensibles a amilorida. Conjuntamente, estos efectos podrian llevar a un
incremento en la reabsorcion tubular de sodio que podria atenuar la presion de
natriuresis y diuresis y resultar en una retencion de sodio e hipertension

(Mattson et al., 2007).
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2. JUSTIFICACION

Los factores de riesgo para sufrir enfermedades cardiovasculares entre
los que se incluye la insuficiencia renal, estan asociadas con complicaciones
que llegan a ser un grave problema de salud publica de magnitud considerable
en naciones industrializadas y actualmente en México, ocupan el primer lugar
de morbilidad y mortalidad.

Tanto la Diabetes Mellitus como la hipertensién arterial producen un
dafio marcado a 6rganos importantes en la regulacién de la presion arterial
como el rifién y los mecanismos que subyacen a esta anomalia no se han
esclarecido.

La informacion publicada apunta a que el sistema renina angiotensina es
un factor importante en la fisiopatologia de ambas enfermedades.

Se desconoce como participa el receptor a la angiotensina I, AT, en el
riion en ambos padecimientos. Por lo anterior es de nuestro interés estudiar
los mecanismos que condicionan estas alteraciones, para el mejor

entendimiento de la fisiopatologia.
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3. HIPOTESIS

Durante la Diabetes Mellitus y la hipertensién arterial existe un aumento
en la respuesta presora a la angiotensina Il en el rifion, mediado por el receptor

AT;.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Analizar la influencia del receptor AT; sobre la respuesta presora a la

angiotensina Il en el rifion durante la Diabetes Mellitus y la hipertension arterial.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

4.2.1. Determinar y evaluar los cambios en la respuesta presora a la
angiotensina Il en el riidn de ratas diabéticas-hipertensas

4.2.2. Evaluar la participacion del receptor AT; en la respuesta presora renal de
ratas diabéticas-hipertensas

4.2.3. Determinar los niveles de los receptores AT; en el rifidn de ratas

diabéticas-hipertensas.
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CAPITULO II

5. METODOLOGIA

5.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho Wistar de 200 a 250 g de peso y se dividieron
en 4 grupos: Control, Diabetes, hipertensiéon y Diabetes-hipertension. Todos los
procedimientos experimentales se aprobaron por el Comité de Etica
Institucional y se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el uso
y cuidado de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999, Secretaria de
Agricultura, México). Durante el tratamiento, a los animales de todos los grupos
se les midi6 la ingesta de agua y el peso corporal para ajustar la dosis de los
farmacos administrados. También se midié la concentracién de glucosa en
sangre, con ayuda de un glucémetro y tiras reactivas, antes de la induccién de
la Diabetes, a las 48 horas post-induccion y una ultima medicion al dia 15 de
tratamiento. La presion arterial se tomé en la arteria caudal de la rata con un
método no invasivo (pletismégrafo LE 5007, Letica, PanLab, Barcelona
Espafa); se registr6 una medicién basal al dia cero, una a los ocho dias de

tratamiento y una ultima medicién antes del sacrificio del animal.

5.2. DESARROLLO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES
5.2.1. INDUCCION DE LA HIPERTENSION ARTERIAL (HA)

Para la induccion de la hipertension secundaria se administr6 una dosis
de 75 mg/Kg/dia del farmaco L-NAME (clorohidrato de N-Nitro-L-arginina metil
éster hidrocloruro; un inhibidor no selectivo de las NOS; Sigma, S.A) (Zatz et

al., 1998) disuelto en el agua de beber, al grupo control se le administré
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solamente agua ad libitum. Las ratas con presion arterial > 140/90 mmHg se
consideraron como hipertensas, mediante el método platismografico.
5.2.2. INDUCCION DE LA DIABETES MELLITUS (DM)

Para la induccion de la Diabetes experimental, se inyect6 via
intraperitoneal una dosis Unica de estreptozotocina 60 mg/kg (un agente
citotoxico de las células B del pancreas; Sigma, S.A) (Ward et al.,, 2001),
disuelto en buffer de citratos (acido citrico y citrato sédico) y el grupo control
recibié solamente el vehiculo, en el mismo volumen. 48 horas después (dia
cero) y antes del sacrificio del animal (dia 15), se midi6é la concentracion de
glucosa en sangre. Sélo las ratas con glucosa sanguinea >200 mg/dl se
consideraron como diabéticas.

5.2.3. INDUCCION DE LA DIABETES-HIPERTENSION (DM-HA)

Para desarrollar el modelo de Diabetes e hipertension en la rata Wistar,
primero se inyectd estreptozotocina de la misma manera que el grupo
diabético, 48 horas después (dia cero) se midié la concentracion de glucosa en
sangre y si los animales cumplieron el criterio para considerarse diabéticas se
inicié el tratamiento hipertensivo, con L-NAME, en las mismas condiciones que
el grupo hipertenso. Solo las ratas que cumplieron el criterio de diabéticas-

hipertensas, fueron usadas para los experimentos posteriores.

5.3. PREPARACION DEL TEJIDO
Las ratas se sometieron a anestesia profunda con pentobarbital sédico
(50mg/Kg), después se procedio a aislar y disecar el rifion derecho de los

animales de todos los grupos experimentales, utilizando la metodologia de

35




Felipe Francisco Rivera Jardon 11QB-UMSNH

rifién aislado y perfundido y un sistema de adquisicion de datos (Biopac System
Inc., CA, USA) para construir curvas concentracion-respuesta.

Primeramente, se realiz6 una laparotomia, incidiendo plano por plano
hasta llegar al peritoneo y exponer el rifibn derecho, éste se descapsulé para
eliminar las glandulas suprarrenales y el posible efecto de las hormonas
liberadas por ellas. En el rifidn derecho de los animales de todos los grupos
experimentales; control, diabéticas, hipertensas, y diabéticas-hipertensas se
realizaron curvas concentracién-respuesta a la angiotensina Il (1x10°-1x10°M)
para registrar la presion de perfusion dependiente de la concentracion en el
tejido estudiado. Una segunda curva concentracién-respuesta a la angiotensina
Il fue realizada en las mismas condiciones que la primera curva y en presencia
de losartan (3.16x10°M), un antagonista selectivo del receptor AT.

Después de las curvas concentracion-respuesta, los mismos rifiones se
pesaron para obtener el coeficiente de masa renal y posteriormente, se
dividieron en corteza y médula renales para la determinacién de los niveles del
receptor AT, por la técnica de Western Blot.

5.4. REACTIVOS

Los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich: angiotensina IlI, losartan,
fenilefrina, sales de la solucion Krebs-Henseleit (NaCl, KCIl, CaCl, MgSQ,,
KH,PO,4, NaHCO3, EDTA, Glucosa). Todos los reactivos se disolvieron en agua
destilada. La estreptozotocina este se disolvio en buffer de citratos.

5.5. CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA I

Los rifiones derechos aislados se canularon a través de la arteria
mesentérica superior hasta llegar a la arteria renal. Una vez aislado el rifion, a

través de la canula se conect6 a un flujo constante de solucion Krebs-Henseleit
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a 10 ml/min, con la siguiente composicion (en mM); NaCl, 118; KClI, 4.7; CaCl,
2.52; MgSQy, 1.18: KH,PO4, 1.75; NaHCOg3, 25; EDTA, 0.027 y Glucosa 11.6;
con un pH de 7.4; 37° C y burbujeo constante de carbdgeno (95% de O, y 5%
de C0,) y se monté en un sistema de oOrgano aislado y perfundido tipo
Langendorff.

Por el extremo de la canula, cada rifidn se conectd a un serpentin de
calentamiento acoplado a un transductor de tensién (FTO03 Grass force
displacement transducer; Astro-Med, Inc. West Wawick, Rl USA), acoplado a
un sistema de adquisicion de datos (MP100; Biopac systems Inc. Santa
Barbara CA, EUA) y registraron los cambios en la presion de perfusiéon renal.

Una vez montados los rifiones se hizo una sensibilizacion del tejido, en 2
ocasiones a intervalos de 20 minutos, con 10ul en bolo de una concentraciéon
subméxima de fenilefrina (1x10“M). Lo anterior permiti6 que el rifién se
estabilizara en respuesta al estimulo exdégeno ademas de determinar si el
organo era viable para la respuesta funcional a la angiotensina |l.

Posterior a la sensibilizacién del tejido, se realizdé la primera curva
concentracion-respuesta administrando 10pl de angiotensina II, en el rango de
concentraciones de 1x10 a 1x10™° M, seguido de la recuperacién del tejido por
1 hora. 30 minutos antes de la segunda curva se incubd con el antagonista
losartan (3.16x10°M) disuelto en la solucién Krebs-Henseleit, finalmente, se
corrié una segunda curva a la angiotensina Il (1x10°-1x10°M). El propésito de
esta curva fue observar la participacion del receptor AT, en la presion de

perfusion renal.
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5.6. ANALISIS POR WESTERN BLOT DEL RECEPTOR AT; EN CORTEZA Y
MEDULA RENALES
a) Homogenizacion

El rindn se dividi6 en corteza y médula para posteriormente hacer un
homogenado de 50mg de tejido, aproximadamente, con 1ml de solucion RIPA
[TRIS-HCL pH 7.4, NaCl 5 M, MINICOMPLETE (Mezcla de Inhibidores de
proteasas), TRITON X100 y SDS 20%] y la ayuda de un politron (kinematica
AG Littau; Switzerland). Posteriormente, se realizé una centrifugaciéon a 10 000
rpm por 10 min a 4° C para separar las proteinas totales del sobrenadante.
b) Determinacién de la concentracion de proteinas por el método de
Lowry

Se realizé una curva de calibracion con albamina de suero bovina (BSA).
Para ello se emplearon volimenes correspondientes a 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45 y 50 ug de proteina, se agregaron los reactivos de Lowry y se incubd
a temperatura ambiente, 30 min, para después tomar la lectura de absorbencia
a 750nm (Espectrofotometro Ultrospec™ 3300 pro, Amersham Biosciences
uv/visible). Las muestras de corteza y médula se sometieron al mismo
tratamiento. La curva de calibracion se hizo en Excel (Microsoft Office) y por
extrapolacion se estim0 la concentracion de proteinas en las muestras,

empleando la ecuacién de la linea recta.
c) Electroforesis

Se agrego 10% de buffer de carga Laemlli (0.125 M Tris HCI pH 6.8,

SDS 0.35 M, Glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 2%, azul de bromofenol 0.03
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mM). Las muestras se hirvieron, 10 minutos, a 100° C, para desnaturalizar a
las proteinas.

Se prepararon geles SDS-PAGE al 10%, cargando 50 ug de proteina, de
cada una de las muestras en pozos diferentes, en el pozo niumero 1 se
cargaron 3 pl de marcador de peso molecular (AMRESCO® protein marker
Wide range). La electroforesis se llevo a cabo, durante 2 horas a 88 V, por
medio de la aplicacion de un campo eléctrico para separar las proteinas en
funcion de su masa molecular.

d) Transferencia de la proteina a una membrana de Fluoruro de Polivinil
Dieno (PVDF)

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas separadas presentes
en el gel se transfirieron a la membrana de PVDF (floruro de polivinildieno;
Amersham Biosciences), utilizando buffer de transferencia (Trizma Base,
Glicina, Metanol 10%, SDS 10%). La electrotransferencia se hizo en condicién
semiseca empleando un TRANS-BLOT (Bio-Rad), durante 45 minutos a 18 V.

Una vez terminada la transferencia, las membranas fueron incubadas
durante 2 horas, con agitacion constante en TBS-tween leche baja en grasas
para el blogqueo de los sitios inespecificos (Tris 20mM, NaCl 137mM, tween 20,
0.05% vy leche 5%), a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas
se incubaron con un anticuerpo policlonal de cabra, dirigido contra el carboxilo
terminal del receptor AT; o contra 3-actina (de peso molecular aproximado de
40 y 45 kDa, respectivamente; Santa cuz Biotechnology) ambos a una dilucién
1:1000, en TBST-5% leche a 4° C durante toda la noche y con agitacion

constante.
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Luego la membrana se lavé tres veces con TBS-Tween, para después
incubar por 2 horas con el segundo anticuerpo policlonal de conejo anti-cabra
Anti 1gG (Acoplado a la enzima peroxidasa; Zymed®) en TBS-tween leche, a la
dilucion 1:10000, en agitacion constante durante 2 horas, a temperatura
ambiente. Pasando este tiempo la membrana se lavdo 3 veces con TBS-T
tween, en agitacion constante a temperatura ambiente durante 10 minutos por
lavado.

La determinacion del receptor AT1y de la B-actina se realizé en la misma
membrana y para evitar la deteccidon cruzada, se eliminaron los anticuerpos de
la primera deteccion con agitacion constante de la membrana en una solucién
de NaOH 0.2M, durante 5 minutos (rasurado).

e) Reaccion Quimioluminiscente

El revelado se realizo incubando la membrana, utilizando luminol, un
sustrato de fluorescencia (Santa Cruz Biotechnology), siguiendo las
recomendaciones del fabricante en un casete de radiografia, se sobrepuso la
membrana de PVDF, posteriormente se expuso a una placa fotogréafica para
captar la luz emitida por la reacciéon y el tiempo de exposicion dependié de la
intensidad de la banda, posteriormente la placa fotografica se sometio a un
revelado.

Las peliculas se digitalizaron con ayuda de un escaner (Fujifilm FLA-
5100 imaging system). La intensidad de las bandas se determin6 empleando
un software de analisis de imagenes (Fujifilm Multi-Gauge Software) y se

normalizaron con la densidad de la B-actina (proteina de control interno).
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5.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como el promedio + error estandar
utilizando el programa Sigma Plot 8.02 para la construccion de las graficas. Los
datos fueron sometidos a un analisis de varianza de dos vias comparando
todos los grupos en el programa Sigma Stat 3.0 (Advisory Statistical Software).
El efecto maximo (Emax) Y la concentracidon efectiva 50 (CEsp) se calcularon
empleando regresiones no lineales con parametros farmacodinamicos
empleando el programa WinNonlin™ professional version 2.1. Para los
promedios de los resultados de peso corporal, ingesta de agua, glucosa
sanguinea, presion arterial, coeficiente de masa renal, presion basal de
perfusion, contraccion con solucion Krebs-Henseleit 80mM, por tratarse de
variables con distribucion normal y ser de tipo continuo se utiliz6 ANOVA de
una via. En todos los casos se tom6 como nivel de significancia estadistica una

p<0.05.
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CAPITULO Il

6. RESULTADOS
6.1. PESO CORPORAL:

Se utilizaron ratas macho Wistar de 200-250 g, las cuales se pesaron
antes del inicio del tratamiento, a los 8 y a los 15 dias para ajustar la dosis de
los farmacos administrados respecto al peso. En las ratas control, se observo
un comportamiento normal, un aumento de peso conforme avanzé la edad de
las ratas, en el grupo de hipertension se observo una tendencia a subir de peso
similar al grupo control. En tanto los grupos diabético y diabético-hipertenso
mostraron un comportamiento diferente; a los 8 dias se mantuvieron en su
peso inicial, mientras que el grupo diabético a los 15 dias present6 una
tendencia a aumentar de peso, pero este no llegd a los valores del grupo
control. El grupo diabético-hipertenso se mantuvo en el mismo peso desde el
inicio hasta el final del tratamiento. Esta grafica muestra que nuestros datos
concuerdan con lo reportado anteriormente, en que la hipertensién no provoca
una pérdida del peso y la diabetes produce una disminucién progresiva del

peso corporal.

320 - 2 CONTROL

HIPERTENSION
DIABETES
8 DIABETES-HIPERTENSION
300 A
- 280 1 .
> Figura 4. Curso temporal
] del peso corporal de los
H_J 260 - animales control,
hipertensos, diabéticos, vy
diabéticos-hipertensos. Los
valores son el promedio + el
240 - error estandar de 4-6
*+ animales.
** *p<0.05 Vs. Control,+p<0.05
220 T T » Vs. Hipertension
0 8 16

TIEMPO (Dias) 4




Felipe Francisco Rivera Jardon 11QB-UMSNH

6.2. INGESTA DE AGUA:

La ingesta de agua se midi6 diariamente para calcular la dosis de L-
NAME, farmaco disuelto en el agua de beber, respecto a la cantidad de agua
ingerida. Para el grupo control, el consumo de agua fue de aproximadamente
40 ml y se mantuvo en los mismos valores a lo largo del tratamiento, en el
grupo hipertenso, al igual que el grupo control, no se modifico la ingesta de
agua a lo largo del tratamiento. El grupo diabético mostr6 un aumento en la
ingesta de agua a partir de las 48 horas post-induccion de la Diabetes llegando
a consumir 120ml de agua al dia, aproximadamente. De manera similar, el
grupo diabético-hipertenso aumenté la ingesta de agua a partir de las 48 horas
post-induccién de la Diabetes, aunque no se comportd igual que el grupo
diabético y este consumo fue de 100 ml aproximadamente. Estos datos
concuerdan con la polidipsia presentada en la diabetes, sugiriendo que el

modelo experimental de diabetes se desarrolla de manera adecuada.
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Figura 5. Curso temporal de la ingesta de agua de los animales control, hipertensos,
diabéticos, y diabéticos-hipertensos. Los valores son el promedio + el error estandar de 4-6

mediciones. *p<0.05 Vs. Control,+p<0.05 Vs. Hipertensiéon
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6.3. GLUCOSA SANGUINEA:

Se determind la concentracion de glucosa sanguinea con ayuda de un
glucémetro y tiras reactivas antes de la induccion de la Diabetes, antes del
inicio del tratamiento hipertensivo con L-NAME y una dltima medicion antes del
sacrificio del animal. Las ratas control presentaron valores normales de glucosa
sanguinea y mantuvieron valores de glucosa de 100mg/dl a lo largo del
tratamiento, el grupo hipertenso se comporto de manera similar al grupo control
y su glucosa sanguinea no se modificé durante los 15 dias de tratamiento. Los
grupos diabético y diabético-hipertenso mostraron un aumento significativo de
la glucosa sanguinea a partir de las 48 horas post-induccién de la Diabetes
llegando a valores de 400mg/dl, aproximadamente y estos valores se
mantuvieron hasta el sacrificio de los animales. Esta gréafica concuerda con lo
reportado anteriormente, en que la diabetes produce hiperglucemia, sugiriendo

gue nuestras condiciones de induccion de la diabetes es adecuada.
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Figura 6. Curso temporal de la glucosa sanguinea de los animales control, hipertensos,
diabéticos, y diabéticos-hipertensos. Los valores son el promedio + el error estandar de 4-6

animales. *p<0.05 Vs. Control,+p<0.05 Vs. Hipertension
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6.4. PRESION ARTERIAL:

A los animales de los diferentes grupos experimentales, se les midio la
presion arterial con ayuda de un pletismografo (método no invasivo) en la
arteria caudal de la cola de la rata antes del inicio del tratamiento hipertensivo,
alos 8 y alos 15 dias de tratamiento. Para una medicidbn mas confiable, los
animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y un
ambiente sin estrés.

Las ratas control presentaron valores normales de presion arterial y
estos se mantuvieron a lo largo de los 15 dias (120/80 mmHg). En tanto la
Diabetes no fue capaz de modificar la presion arterial de las ratas, manteniendo
valores de normotensién. En tanto, los grupos que recibieron el tratamiento con
L-NAME, es decir, el grupo hipertenso y diabético-hipertenso, a partir de los 8
dias de tratamiento presentaron un incremento en la presion arterial (35/32
mmHg) y este incremento se mantuvo hasta el dia del sacrificio del animal.

Estos datos muestran que la dosis administrada de L-NAME es la
adecuada para producir una hipertension sostenida en la rata Wistar, siendo un

modelo adecuado para el estudio de esta patologia.

Tabla 4. Registro de la presion arterial (Sistélica/Diastolica mmHg) de los diferentes grupos
experimentales tratados con L-NAME (75mg/Kg/dia). Los valores son el promedio + el error
estandar de 4-6 animales.

BASAL (mmHg) 8 DIAS (mmHg) 15 DIAS (mmHg)
GRUPO Sistélica Diastoélica Sistoélica Diastolica Sistélica Diastolica
CONTROL 108 + 4 90+5 113 +3 93+3 110+ 4 91+4
HIPERTENSION 108 + 4 87+5 143+ 5+ 119+5* 149+6*  127+6*
DIABETES 112 +3 93+3 113 +2 89+3 118+ 3 93+2
DIABETES- 111 +2 92+3 143+2* 122 +3* 143+3* 121 +3*

HIPERTENSION

*p<0.05 Vs. Control,+p<0.05 Vs. Diabetes
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6.5. COEFICIENTE DE MASA RENAL.:

El porcentaje de coeficiente de hipertrofia renal es un valor que se
obtiene dividiendo el peso humedo del rifién aislado entre el peso corporal de la
rata (Jensen et al., 1981). El grupo control mostré un valor de 0.4 y el grupo
hipertenso no fue diferente del control. Los grupos diabéticos mostraron un
aumento respecto al control y resultdé interesante que el grupo diabético-
hipertenso presentd un coeficiente de masa que se ve potenciado por ambas
enfermedades. Esta gréfica hace evidencia y concuerda con reportes previos
en que la diabetes produce dafio marcado al rifiébn y dicho dafio se potencia

cuando estan asociadas ambas enfermedades.
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Figura 7. Coeficiente de masa renal de animales Control, hipertension, Diabetes y Diabetes-
hipertension. Cada barra representa el promedio + el error estandar de 4-6 experimentos.
*p<0.05 Vs. Control.
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6.6. PRESION BASAL DE PERFUSION:

El valor de presion de perfusion se obtiene en condiciones basales, es
decir, cuando el rifion no esta bajo algun estimulo y ha alcanzado el equilibrio,
este valor indica la presién en que inicia la curva concentracion-respuesta a la
angiotensina II. El grupo control inici6 en valores de 120 mmHg, el grupo
hipertenso en 160 mmHg, el grupo diabético en 100 mmHg y el grupo
diabético-hipertenso en 140 mmHg, aproximadamente. Es evidente que los
grupos que estan tratados con L-NAME presentaron una presion basal mayor
gue el grupo control, mientras los que no fueron tratados con este farmaco
mantuvieron valores normales de presion. Con estos datos se puede sugerir
que la inhibicién crénica de Oxido nitrico parece ser la responsable de este

comportamiento.
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Figura 8. Presion basal de perfusion de rifiones de animales Control, hipertension, Diabetes y
Diabetes-hipertensién. Cada barra representa el promedio + el error estandar de 4-6
experimentos. *p<0.05 Vs. Control.
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6.7. CONTRACCION CON K* EN SOLUCION KREBS-HENSELEIT 80 mM:
Debido a que la presion basal de perfusién no es uniforme en todos los
grupos, se hizo una contraccion de la vasculatura renal con K" en solucion
Krebs-Henseleit 80mM (Félétou et al., 1994); ademas, este valor sirve para
observar si existe dafio a la maquinaria contractil de la célula. Todos los grupos
presentaron un incremento de la presion de perfusion de 160 mmHg,
aproximadamente. Este valor permitird una normalizacién de la respuesta
presora a la angiotensina Il, ademéas sugiere que los posibles cambios a

observar no se deben a un dafio en la maquinaria contractil de la célula.
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Figura 9. Incremento en la presién de perfusion con K™ en solucién Krebs-Henseleit 80 mM.
Cada barra representa el promedio + el error estdndar de 4-6 experimentos.
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6.8. CURVA CONCENTRACION-RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA II:

En el rifibn aislado de las ratas de cada grupo se montd en una
preparacion de o6rgano aislado y perfundido, tipo Langendorff, posteriormente
se construyeron curvas concentracion-respuesta a la angiotensina 1l (Figura
10). Se observéd que la angiotensina Il produjo un aumento de la presion de
perfusion renal dependiente de la concentracion de la angiotensina Il, en todos
los grupos de ratas, hasta llegar a un efecto maximo (Emax). Se observo que
existe un desplazamiento de la curva a la izquierda del grupo hipertenso,
aunque este desplazamiento no es significativo estadisticamente, respecto al
grupo control (Tabla 5).

La curva del grupo diabético se desplazé aiun mas a la izquierda que el
grupo hipertenso y el grupo control, sin embargo este desplazamiento no es
estadisticamente significativo, en cuanto al efecto maximo es mayor respecto al
grupo control (Tabla 5). ElI grupo diabético-hipertenso resulté ser el mas
sensible a la angiotensina Il, debido a que existe un desplazamiento muy
notorio de la curva a la izquierda respecto al control, modificAndose tanto la
sensibilidad como el efecto maximo. Los datos mostrados en la tabla 5 y figura
10 sugieren que existe hipersensibilidad a la ANGII, posiblemente a un

aumento en el numero de receptores.

Tabla 5. Valores de sensibilidad (pD,) y efecto maximo (Enax). Se representa el promedio + el
error estandar de 5-7 experimentos.

CONTROL LOSARTAN (3.2x10°M)
GRUPO Emax (MMHg) pD: Emax (MMHQ) pD2
CONTROL 54.8 + 3.8 6.02+0.3 416+5 5.59 + 0.28
HIPERTENSION 54,9 +5.7 6.5+ 0.25 57.9+3 6.25 + 0.15
DIABETES 65.8 +5.23 * 6.6 +0.2 54.1+5.8 6.53 +0.21
DIABETES- 65.5+12* 7.2+0.14* 542+ 3.3 6.7 + 0.23

HIPERTENSION

*1<0.05 Vs. Control.
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Figura 10. Curva Concentracién-respuesta a la angiotensina Il (agonista AT,) en rifién aislado
y perfundido de animales Control, hipertensos, diabéticos y diabéticos-hipertensos. Cada punto
representa el promedio + el error estandar de 5-7 experimentos. *p<0.05 Vs. Control, 'p<0.05
Vs. hipertension.

6.9. ANTAGONISMO DE LOSARTAN:

Se realizaron curvas concentracion-respuesta a la angiotensina Il, en
presencia de losartan (3.2X10° M) un antagonista selectivo por el receptor ATj.
En la figura 5 se muestra el bloqueo clasico de un antagonista, desplazando la
curva concentracion-respuesta a la derecha respecto al control. Dicho
desplazamiento fue paralelo a la curva control. El bloqueo de losartan, aunque
se hizo a la misma concentracion, no fue igual en todos los grupos; en el grupo
hipertenso solo se observa un bloqueo discreto que no es significativo, en el
grupo diabético existe un bloqueo similar al grupo control, mientras que en el

grupo diabético-hipertenso se observé un bloqgueo mayor y estadisticamente
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significativo comparado con los distintos grupos, sugiriendo que el receptor AT,

presenta hipersensibilidad por la mayor afinidad por losartan.
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Figura 11. Efecto de losartan, antagonista selectivo AT;, sobre la curva concentracion-
respuesta a la angiotensina Il (agonista AT;) en rifidn aislado y perfundido de animales control,
hipertensos, diabéticos y diabéticos-hipertensos. Cada punto representa el promedio + el error
estandar de 5-7 experimentos. *p<0.05 Vs. Control.

51




Felipe Francisco Rivera Jardon 11QB-UMSNH

6.10. DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR AT; EN EL
RINON

Para determinar la expresion proteica del receptor AT; en el rifion, se
dividi6 el tejido en corteza y médula renales de los cuatro grupos
experimentales. Posterior a esto se realizdé una electroforesis para separar las
proteinas por masa molecular, después se emplearon anticuerpos especificos
contra este receptor y una reaccion quimioluminiscente. Las bandas obtenidas
para el AT; fueron de 40 kDa y para la B-actina fue de 45 kDa que fue la
proteina de control interno, aproximadamente.

En ambos tipos de tejido, corteza y médula renales, el receptor AT; tiene
una tendencia a expresarse menos en el grupo hipertenso, aunque no es
estadisticamente significativo, mientras que en los grupos diabético y diabético-
hipertenso existe una disminucion en la expresion de este receptor (p<0.05). El
receptor AT, de manera normal, se expresé en mayor cantidad en médula que
en corteza renal, evidenciando que la importancia que tiene la angiotensina |l

de regular la homeostasis de liquidos en la médula renal.
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Figura 12. Determinacion del receptor AT, por medio de la técnica de Western Blot. Cada barra
representa el promedio + el error estandar de 5-7 experimentos. *p<0.05 Vs. Control.
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CAPITULO IV

7. DISCUSION

7.1. RESUMEN DE RESULTADOS
Los principales hallazgos de este trabajo fueron:

A nivel funcional los rifiones de ratas diabéticas-hipertensas, un grupo de
interés especial, presentaron hiperreactividad o hipersensibilidad a la
angiotensina Il, evidenciada por un aumento significativo en el efecto maximo y
en la sensibilidad a la angiotensina Il.

El receptor AT; mostré6 una participacion muy importante en la hiper-
reactividad a la angiotensina Il, ya que el efecto antagénico del losartan es mas
pronunciado en el grupo de ratas diabéticas-hipertensas. Dicha hiperreactividad
proponemos que puede ser debida a dos factores, principalmente, aumento en
el niumero de receptores AT; y una hipersensibilidad atribuida un mejor
acoplamiento en la via de transduccion de sefiales.

Por otro lado, la presencia de ambas enfermedades provocé un dafio
marcado al rifién evidenciado por el coeficiente de masa renal a pesar del corto
periodo de exposicién a ambas patologias.

La presion basal de perfusién en los grupos con deficiencia de 6xido
nitrico fue mayor.

A nivel molecular, se encontrd la expresion a nivel proteina del receptor
AT, en corteza y en médula, y de manera sorprendente, esta expresion de

dicho receptor disminuy6 en el grupo diabético-hipertenso, respecto al control.
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7.2. HIPERSENSIBILIDAD A LA ANGIOTENSINA I

Existe una diversidad de estudios que demuestran que la inhibicién
cronica de la sintesis de ON en la rata produce hipertension (Zatz et al., 1998),
produce dafio marcado al rifién (Baylis et al., 1992) y que ademas activa el
sistema renina angiotensina renal, especificamente una respuesta aumentada
a la angiotensina Il (Rivera et al., 2009; Pollock et al., 1993).

Se conoce que la inhibicion de la produccién de ON produce elevacion
de la presion arterial con un incremento en la resistencia vascular periférica
(Bernatova et al., 1999) y que ademas se asocia con subsecuentes cambios
estructurales y funcionales.

La pérdida de la vasodilatacion mediada por ON puede contribuir a la
disfuncién endotelial por la produccion de especies reactivas de oxigeno como
componente clave (Levy et al., 2008). Se ha reportado que la elevacion
experimental de la presion arterial, causa un incremento en la generacion de
especies reactivas de oxigeno en las células endoteliales, con lo cual se
pueden desencadenar una serie de cambios estructurales y funcionales en los
microvasos (Levy et al., 2008). Al respecto, existen reportes donde se indica
gue la ANG II tiene una importante participacion en el proceso de remodelado
vascular de arterias pequefias, estimulando a la NAD(P)H oxidasa con la
subsecuente produccién de especies reactivas de oxigeno, activando el factor
nuclear kB y un incremento en la expresion de mediadores inflamatorios y
moléculas de adhesion (Levy et al., 2008). La ANG Il ademés del efecto
vasoconstrictor promueve la generacion de especies reactivas de oxigeno y
mediadores inflamatorios que estadn implicados en muchos de los cambios

adversos en la estructura y funcion microvascular (Levy et al.,, 2008).
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Refiriéndonos al mismo tema, se ha reportado que la deficiencia de la
produccion de ON lleva a la activacion del sistema renina angiotensina
provocando una hipersensibilidad a la ANG Il en la vasculatura periférica,
probablemente atribuido a un aumento en la expresion del receptor AT,
(Figueroa et al., 2009).

Por otro lado, las pequefas arterias en sujetos diabéticos e hipertensos,
exhiben severo remodelado hipertréfico. La permeabilidad microvascular a
moléculas grandes como la albumina estd incrementada en la diabetes, un
proceso que esta ligado a nefropatia diabética (Levy et al., 2008).
Componentes del SRA especificamente la actividad de renina plasmatica, no
se elevan en la diabetes sostenida, sin embargo, se sabe que existe un dafo
marcado al rifién por lo que se postula una participacion importante de la ANG
Il intrarrenal en la fisiopatologia de la diabetes (Brands et al., 2008).

En la hipertension dependiente de angiotensina, se ha reportado que
existe un aumento en los niveles de angiotensina Il intrarrenal, aiin cuando la
expresion y contenido de renina intrarrenal este suprimido (Navar et al., 2001).
Se sabe que la vasculatura del rifion es bastante amplia y por lo tanto las
acciones de ANG Il sobre la funcion renal son debidas a una amplia
distribucion de receptores a la angiotensina Il en los distintos segmentos de
nefrona y en los tipos celulares que estan dentro del rifidn.

La gran abundancia de los receptores a la Ang Il en el rifibn es
complementada por niveles altos tisulares de Ang Il que son mayores que los
niveles plasmaticos. En modelos de hipertension dependiente de angiotensina,
las concentraciones intrarrenales de angiotensina son de 2 a 3 veces mas altas

gue las concentraciones plasmaticas. Ademas de la formacién de ANG I
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intrarrenal, el rindn acumula ANG Il de la circulacién sistémica a través de
procesos dependientes del receptor AT;, ya que se ha demostrado que el
bloqueo selectivo de este receptor con antagonistas bloquea dicho proceso,
sugiriendo una endocitosis mediada por receptor. Es decir, cuando en el rifién
existen altas concentraciones de ANG Il se une al receptor AT; y de esta
manera el complejo formado se internaliza por endocitosis (Navar et al., 2002).

Todos los componentes necesarios para la generacion de angiotensina Il
estan presentes dentro del intersticio renal (Navar et al 2001). Jandeleit y cols.
(2006) demostraron que en endosomas renales estan presentes péptidos de
angiotensina, la ECA y los receptores a la angiotensina. Existen varias teorias
acerca de las funciones que tiene la ANG Il internalizada: una posibilidad es
que tiene efectos citosoélicos. Otra posibilidad es que puede migrar al nucleo
(translocacion) y exhibir efectos transcripcionales (Navar et al 2001). Aunque
también se sabe que la perfusibn de ANG | y ANG Il dentro de capilares
peritubulares, causa una vasoconstriccion de las arteriolas y eferente, una
disminucién de la velocidad de filtracion glomerular en la nefrona e incrementa
la tasa de reabsorcion en la fraccion proximal.

La presente investigacion demuestra que cuando la Diabetes esta
asociada con hipertensién que se relaciona con una vasoconstriccién renal
aumentada a la angiotensina Il. De esta manera se confirma que tanto la
Diabetes como la hipertensién activan el sistema renina angiotensina y ademas
parecen involucrarse en el mantenimiento de la hipertension y la

vasoconstriccion renal descrita en este modelo.
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7.3. EFECTO DE LOSARTAN SOBRE LA CURVA CONCENTRACION-
RESPUESTA A LA ANGIOTENSINA I

En el presente trabajo, demostramos que el losartdn, un antagonista
selectivo para el receptor AT;, bloguea la respuesta renovascular a la
angiotensina Il (Fig. 11). Este resultado confirma que el efecto vasopresor de la
ANG Il esta mediado principalmente por el AT;. Ademas, el bloqueo con
losartan resultdé tener un comportamiento diferente entre los diversos grupos
experimentales, siendo mas evidente en el grupo Diabético-hipertenso y
aunque no fue estadisticamente diferente (Tabla 5), este comportamiento
sugiere que cuando estan asociadas ambas patologias se incrementa la
sensibilidad del AT por el losartan.

En cuanto a la participacion del receptor AT,, se ha postulado que tiene
un efecto fisiolégico antagonico al efecto mediado por el AT;. Sin embargo, no
se descarta la posibilidad que exista una disminucion en la expresion del
receptor AT,, a nivel proteina, que podria estar involucrado en el mecanismo
prohipertensivo del L-NAME.

Nuestros datos soportan la hipétesis de que durante la Diabetes Mellitus
y la hipertension arterial existe un aumento a la respuesta presora a la
angiotensina Il en el rifién, sin embargo, esta hiperreactividad no puede ser
atribuida a un aumento en la expresion del receptor ATi, contrariamente, el
estudio de Western Blot mostré6 que hay una disminucién significativa en la
expresion de este receptor, tanto en la corteza como en la médula renales.

7.4. EXPRESION DEL RECEPTOR AT; EN CORTEZA Y MEDULA RENALES

El aumento en la vasoconstriccion renal inducido por ANG Il puede ser

debido a un incremento en el numero de receptores AT; en el rifidén. Por lo cual
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exploramos la posibilidad de que una alteracion en la expresion del AT; pueda
ser la responsable de la respuesta renal aumentada a la ANG Il. Sin embargo,
nuestros datos mostraron que no existe tal aumento, contrariamente, existe una
disminucion significativa en la expresion de este receptor. Aunque no
descartamos un incremento en la afinidad del AT; o mecanismos de
transduccion de sefiales relacionados con la activacion de dicho receptor.

El receptor AT; se ha localizado en células de musculo liso vascular a
través de toda la vasculatura renal, incluyendo arteriolas aferentes y eferentes,
células mesangiales (Navar et al., 2001). También hay sobre el borde de tubulo
proximal, membranas basolaterales, tubulos distales, ductos colectores,
podocitos glomerulares y células de la macula densa.

En la hipertension se ha reportado que el receptor AT, esta involucrado
en la vasodilatacion arteriolar proviendo un mecanismo contrarregulatorio que
disminuye el tono vascular debido a la estimulacion del AT;. Asimismo es
posible que una expresién disminuida del AT, esté involucrada. Se sabe que el
receptor AT, se expresa en el periodo embrionario y esta expresion disminuye
dramaticamente después del nacimiento, sin embargo, los receptores AT, se
expresan en riflones adultos en tubulos proximales, ductos colectores, células
epiteliales glomerulares.

En la figura 12 se observa la expresion del receptor AT; y es posible
apreciar que el patron de expresion resultd no ser uniforme en corteza y
médula renales ni entre los diferentes grupos experimentales. La angiotensina
Il en la médula renal es de interés particular porque influye en la hemodinamica
medular (Navar et al., 2001). Nuestros resultados concuerdan con reportes

previos que muestran que en la médula existe una expresion mayor del
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receptor AT; que en la corteza renal. Estudios de unién con radioligandos
indican que la densidad de receptores a la ANG Il es tres veces mayor en la
médula que en corteza renal, aproximadamente. La combinacion de niveles
altos de ANG Il en la médula con la densidad alta de receptores a la ANG I
soporta la participacion de este péptido en la regulacion de la hemodinamica y
de la funcion tubular en la médula (Navar et al., 2001). La médula renal esta
inervada por una extensa red de capilares llamados vasos rectos, los cuales
estan encargados de la formacién de una orina concentrada. La presencia de
angiotensina Il y sus receptores en la nefrona distal representa un sitio
potencial de mucha importancia para el control de la regulacion del transporte

de sodio por la Ang Il (Navar et al 2001).

7.5. COEFICIENTE DE MASA RENAL

En la figura 7 se observa que existe una hipertrofia en el riidén tanto en
Diabetes y en Diabetes-hipertension, por lo que al respecto en enfermedades
renales, la hipertrofia vascular de los capilares peritubulares y glomerulares ha
sido notado en diferentes modelos animales y enfermedades renales
progresivas humanas y de manera sorprendente parece estar ligada al
desarrollo de una perfusion dafiada e hipoxia crénica (Levy et al., 2008).

La presencia de ambas enfermedades asociadas en un mismo paciente
causa un dafio marcado al rifién. Nuestros resultados muestran que la Diabetes
por si sola causa un dafio importante al rifién, mientras que la formacion
deficiente de ON en hipertension parece ser el factor responsable que potencia
dicho dafio al rindbn ya que la hipertension por si sola no tiene diferencia

significativa respecto al control, es decir, en el grupo diabético-hipertenso existe
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un efecto sinergistico provocado por la presencia de ambas enfermedades y el
aumento observado es significativo respecto al grupo diabético.

Se sabe que la microcirculacion controla la perfusion de tejidos en
respuesta a los requerimientos metabdlicos, principalmente (Levy et al., 2008).
Una adecuada perfusion a través de la microcirculacion de los diferentes tejidos
y Organos permite o se considera esencial para la integridad de su buen
funcionamiento (Levy et al., 2008). Cuando existe una inadecuada perfusion,
puede llevar a la disfuncién de 6rganos y tejidos, asociados con condiciones
cronicas en las que se incluye hipertension, obesidad y Diabetes Mellitus (Levy
et al., 2008).

Sin embargo, la resistencia vascular periférica total a menudo se
incrementa durante la hipertension (Figueroa et al., 2009), aiun cuando la
hipertension es iniciada por retencion de sodio o expansion del volumen. En
cuanto a la elevada presion arterial también se ha sugerido a causar efectos
directos e indirectos de diversas hormonas como ANG IlI, norepinefrina que
llevan a contraer la vasculatura periférica (Hall, 2003).

Los modelos experimentales de hipertension inicialmente no involucran
retencion de sodio (Hall, 2003). EI mantenimiento cronico de una presion
arterial alta depende de los cambios en la funcidon renal que dirigen la
natriuresis, que es la excrecion de una cantidad de sodio en orina superior a la
normal, a presiones arteriales altas. El aumento en la presion arterial entonces,
sirve para mantener el balance de sodio via natriuresis a pesar de la funcién
renal excretoria dafiada (Hall, 2003). Pequefios cambios en la presion de la
arteria renal causa grandes alteraciones en la excrecion de agua y sodio que

persisten mientras se altera la presion de la arteria renal (Hall, 2003).

61




Felipe Francisco Rivera Jardon 11QB-UMSNH

En el rifndén y en estados tempranos de diabetes es curioso que se
caractericen por un incremento en la tasa de filtracion glomerular y el balance
de sodio, aun cuando la presion arterial es normal o incluso baja (Brands et al.,
2008). Al respecto, se ha postulado que la presion arterial no tiene un efecto a
largo plazo sobre la excrecion de sodio y que la presiéon de natriuresis no es el
principal controlador a largo plazo de la presion arterial (Hall, 2003). La presion
de natriuresis, esté alterada en todas las formas de hipertension.

La obesidad incrementa la reabsorcion renal de sodio y dafia la
natriuresis por activacion del sistema renina angiotensina y el sistema nervioso
simpatico por alterar las fuerzas intrarenales fisicas (Hall et al., 2003). La
hiperglucemia en la diabetes incrementa la reabsorcion tubular proximal de
sodio mas de lo que puede ser considerado solo para el balance
tubuloglomerular, sugiriendo que este es un evento primario (Brands et al.,
2008). Asi hay evidencia de que la ANG Il y quiza la glucosa por si misma
imparten una influencia retenedora de sodio sobre los rifiones en Diabetes
(Brands et al., 2008). La hiperglucemia sostenida causa natriuresis y disminuye
el balance de sodio, ya que cuando se induce Diabetes, esta incrementa la

excrecion urinaria de sodio (Brands et al., 2008).

7.6. PRESION BASAL DE PERFUSION ALTERADA

En la figura 8 se muestra que los rifiones en condiciones basales de
perfusion no tienen el mismo valor, solo las ratas que recibieron tratamiento
hipertensivo, es decir, las hipertensas y diabéticas-hipertensas, son las que

presentan una presion basal mayor, indicando que la inhibicion de la sintesis
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de ON puede ser la responsable de la ausencia del tono normal de la
vasculatura renal.

La hipertension es causada por mecanismos que incrementan la
resistencia vascular periférica o el gasto cardiaco, en tanto los rifiones de
alguna manera logran adaptar el aumento en la presion arterial, teniendo como
un resultado cambios intrarenales o neurohumorales que alteran la funcion
renal (Hall, 2003).

Los cambios en la presion de perfusion renal tienen un efecto a largo
plazo sobre la excrecion de agua y sodio (Hall, 2003). La excesiva secrecion de
hormonas antinatriuréticas como aldosterona y angiotensina |l tipicamente
causan solo retencion de sodio transitoria. De acuerdo al concepto de
retroalimentacion de fluidos cuerpo-rifiones, aldosterona y angiotensina |l
reducen la capacidad excretoria renal, iniciando una secuencia de eventos que
elevan la presion arterial (Hall, 2003). El incremento en la presion arterial
entonces sirve para la restaurar la excrecion de sodio a valores normales via
natriuresis.

Se ha visto que al inicio de un estado hiperglucémico, existe un
estimulacion del sistema renina angiotensina y es una compensacion para la
natriuresis y diuresis inducida por glucosa, siendo esta activacion esencial para
prevenir una disminucion en la presién arterial (Brands et al., 2008), ya que si
se bloquea a la ECA se obtiene una disminucién de la presion arterial y de esta
manera se restaura el balance de sodio (Brands et al., 2008).

Los efectos natriuréticos y diuréticos de la hiperglucemia son atribuidos
principalmente a su efecto sobre la reabsorcion tubular disminuida. La

perturbacion inicial en contra de la homeostasis de fluidos en la Diabetes es la
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diuresis osmatica (Brands et al., 2008). Sin que haya un aumento en la TFG,
las acciones retenedoras de sodio de ANG Il predominan y requieren un
incremento en la presion arterial para mantener el balance de sodio (Brands et
al., 2008).

Es por eso que durante mucho tiempo se han usado agentes
antihipertensivos que actian principalmente sobre la vasodilatacion y en
particular los que son efectivos en mejorar la estructura microvascular, en tanto
los antihipertensivos que actuan principalmente por reducir el gasto cardiaco no
son efectivos o recomendables para dicho efecto. La inhibicién de la ECA ha
mostrado a mejorar la estructura microvascular en hipertension experimental
como también en pacientes hipertensos. Por otro lado, en pacientes
hipertensos como en individuos hipertensos asociados con Diabetes tipo 2
mejora la estructura de arterias de resistencia.

El principal interés que tienen los investigadores es enfocarse a las
anormalidades de la vasoconstriccion como primera causa de la hipertension,
ya que se ha observado grandes anormalidades en el incremento de las
resistencias vasculares periféricas (Hall, 2003).

Cuando se mantiene una tasa normal de excrecion de sodio a pesar de
una presion arterial alta indica que la natriuresis es reprogramada en
hipertension crénica (Hall, 2003). Es correcto que la induccion de la Diabetes
sin un incremento en la TFG podria resultar en una hipertension por las
acciones opuestas de ANG Il (Brands et al., 2008).

En la anatomia del rifidbn se sabe que el tejido adiposo casi encapsula
completamente el rifién, pero en sujetos obesos penetra dentro de la medula

renal causando compresion y presion intrarenal aumentada (Hall, 2003). Por lo
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tanto, la presion intrarenal aumentada causada por grasa circundante
incrementa la presion abdominal que puede dafar los rifiones, la natriuresis y
ademas contribuye a la hipertension asociada con obesidad (Hall, 2003). Una
excesiva adiposidad puede causar cambios microvasculares en la resistencia
vascular periférica y consecuentemente tiende a incrementar la presion arterial.

La obesidad crénica también causa cambios estructurales marcados en
los rifiones que eventualmente llevan a la pérdida de la funcién de la nefrona,
incremento en la presion arterial e insuficiencia renal severa en algunos casos
(Hall et al., 2003).

Se ha encontrado que los sujetos obesos usualmente tienen
incrementos en la actividad de renina plasmética, angiotensinégeno plasmatico,
actividad de ECA, y niveles de ANGII plasmatico. Una participacion significativa
para la Ang Il en estimular la reabsorcion de sodio, natriuresis renal dafiada y
causar hipertension en obesidad es soportada por encontrar que el tratamiento
de perros obesos con IECAs o ARAs atenua la presién arterial (Hall, 2003).
Estudios en pacientes con DM2 quienes usualmente tienen sobrepeso,
claramente indican que los IECA’s y ARA’s disminuyen la progresion de
enfermedades renales (Hall, 2003).

Por ejemplo, mas del 90 % de las ratas obesas Zucker, que es un
modelo de nefropatia diabética, mueren de insuficiencia renal terminal, sin
embargo si se da una restriccion de comida de al menos 20%, marcadamente
se reduce la insuficiencia renal e incrementa el periodo de vida de estos
animales (Hall et al., 2003).

Aunque hay estudios realizados a largo plazo sobre los efectos de la

restriccion de comida o pérdida de peso y su impacto sobre la funcion renal en
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humanos, es claramente aceptado que la obesidad este estrechamente
relacionada con dos de las principales causas de insuficiencia renal terminal,

diabetes e hipertension (Hall et al., 2003).

8. CONCLUSION

La respuesta vasoconstrictora a la angiotensina Il esta aumentada en
vasculatura renal de ratas diabéticas y diabéticas con hipertension subyacente.
La activacion de los receptores AT; estan asociados a hipersensibilidad de la
vasculatura renal en diabetes asociada con hipertension.

La expresion de receptor AT; renal disminuye en el grupo diabético-
hipertenso sugiriendo que la hipersensibilidad a angiotensina Il es debido a

cambios en la afinidad del receptor AT; 0 mecanismos post-transduccionales.
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Abstract

The renal renin angiotensin systern modulates blood pressure via the action of angiotensin Il at type 1 (AT1) and
type 2 (AT2) angiotensin receptors. It has heen proposed that there is an increased pressor response to
angiotensin Il {ANG I} in the hypertensive rat kidney. We determined the rcle of the AT1 receptor in L NAME-
induced hypertension. Male Wistar rats (250-300 g) were divided into control (tap water] and t-NAME (50
mg/kg/day/2 weeks) treated groups. Concentration-response curves to ANG Il were constructed in isolated
perfused kidneys and AT1 receptor expression was determined by Western blot in the renal cortex, medulla and
papitla. ANG Il evoked an increase in perfusion pressure in kidneys of both control and L-NAMF-treated rats in a
concentration-related manner. In L-NAME-treated rats, a greater maximal effect was observed compared to
control rats {160 + 13 vs, 138 + 8 mmHg; p<0.05, respectively), suggesting that L NAME promoted ANG I
hypersensitivity. in both, control and L-NAME groups, the response to ANG |1 was blocked by the selective AT1
receptor antagonist Josartan (1x10° and 3.16x10° M). AT1 receptor expression in kidney corlex, medulla and
papilla did not show significant differences between groups. Our results demonstrate that AT1 receptor

stimulation is related to renal vasculature hypersensitivity in L-NAME-induced hypertension.

Introduction

The renin angiotensin -aldosterone system (RAS) plays
an important role in regulating blood volume and
systemic vascular resistance, which together influence
cardiac output and arterial pressure. There are three
important components to this system: renin, ANG §
and aldosterone. ANG (I, the effector peptide of the
RAS regulates vascular tone and maintains narmal
vessel structure and function. Elevated levels of ANG 1
have been implicated in the pathophysiological
processes that occur in hypertension. Recent studies
have shown that ANG Il has significant pro-
inflammatory actions in the vascular wall, including the
production of reactive oxygen species, inflammatory
cytokines, and adhesion molecules [1-3], all of which
are known to contribute to the inflammatary
responses and hypersensitivity of blood vessels to
vasoconstrictor  agents occurring in hypertension.
Chronic L-NAME administration increases plasma renin
{4-6], cardiac and vascular angiotensin converting
enzyme [ACE) activity [6], and causes a transient
increase in hoth AT1 and AT2 receptors in the heart [7].

Thus, the deficiency of nitric oxide (NO) exerts
deleterious effects on the cardiovascular system by
several mechanisms, such as activation of RAS,
oxidative stress and inflammatory cytokines. The aim
of the present study was to analyze whether the AT1
receptors are associated to the increased responses to
ANG Il in isolated perfused kidney from (-NAME-
induced hypertensive rats.

Materials and Methods

Animais: Male Wistar rats {250-300 g) were maintained
under standard faboratory conditions with free access to
food and water. All animal procedures were carried out in
accordance  with  Federal  Regulations  for
Experimentation and Care (Ministry of Agricuiture, NOM
062-Z00-1598, Mexica} and were approved by the
Institutional Animai Care and Use Committee. Rats were
divided into two groups: control and rats treated with the
nitric oxide synthase (NOS) inhibitor L NAME (50 mg/kg/day/
2 weeks} in the drinking water. Systalic blood pressure was
measured weekly by tail cuff plethysmography method using
a8 LE 5007 autormatic blood pressure recorder (Letica,
PanLab, Barceiona Spain).

Animat

75




Isolated Perfused Kidney Prepargtion: Rats were
anesthetized with sodium pentobarbita? {50 mg/kg, i.p), and
the right kidney was isolated and perfused with Krabs
salutton warmed {37°C} and oxygenated (95% O, and 5%
CQO:). composition mM: NaCl, 118; KCI, 4.7; CacCl,, 2.5;
MgS0;, 1.2, KH.PO4, 1.2: NaHCO, 25.0; £DTA, 0.026;
glucose, 11.1, pi 7.4). A polyethylene-50 cannula was placed
into the right renal artery ano the kidney was removed,
attached to the perfusion system and allowed to stabilize for
an hour before the experimental protacol. Kidneys were
perfused at a constant flow (10 ml/min), and perfusion
pressure was monitored by TSD105 pressure transducer
{Biopac Systems, inc., Santa Barbara, CA, USA) connected to
a MPI00 analyzer {Biopac). After stabilization period,
renovascular responses (i.e., changes in perfusion pressure)
ta increasing concentration of ANG !, {bolus of 10 ul;
3.16x10" to 1x10”° M, in haif-log increments) were assessed.
In some experiments, the selective AT1 receptor antagonist
losartan {1x10% and 3.16x10° M) was administered in the
perfusate 30 min before and during the concentration-
responses to ANG I,

Western B8fot Anolysis: AT1 receptor expression was
determined in homogenates from renal cortex, medulla and
papilla. \n brief, tissues were homogenized with RIPA buffer,
using a cocktail of protease inhibitors {complete Mini, Roche
Diagnostics, Indianapolis, USA), centrifuged and protein
concentration in the supernatant measured by Lowry
method Proteins (50 pg) were separated by 10% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and then transferred to
polyvinyl  diflucride  membranes. Membranes were
incubated with goat polyclonsl antibody for the AT1
receptor (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, California, UsSA),
After washing, membranes were incubated with anti-goat
1gG antibody conjugated to HRP {horseradish peroxidasa,
1:1000, Santa Cruz). The immune comglexes were detected
using enhanced chemiluminescence (horseradish
peroxidase-luminol, Santa Cruz) and subjected to
sutoradiography {hyperfilm, GE Healthcare, Japan). Signals
on the immunoblot were quantified using image-1 computer
software. The relative presence of AT1 receptors was
normalized with reference protein B-actin {1:2000, Santa
Cruz) and anti-goat 1gG antibody HRP (1:10000, Zymed
Laboratories, California, USA).

Data Analysis and Statistics: Results are expressed as mean
£ 5.E.NM. Differences were analyzed usmg two-way analysis of
variance (ANOVA) followed by a Bonferroni test. A p value
less than or equal to 0.05 was considered significant,

Results and Discussion

At the end of the treatment, significant increases in
systolic blood pressure was detected in the L-NAME
group compared with the control group {control: 111.6

Proc. West. Pharmacol. Soc. 52: 00-0C (2009}

+ 1.8 mmHg vs L-NAME: 144.7 + 35 mmHg; p<0.05),
whereas a decrease in heart rate was observed
(control: 373.6 4 12 8PM vs [-NAME 345.8 + 6.6 BPM;
0<0.05).
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Figure 1. Effect of losartan on concentration-response curves to
angiotensin Il in isolated perfused kidney from control and treated
rats with 50 mig/kg/day L-NAME.
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angiotensin I type AT1 receptors in renal tissues with

densitometric analysis of receptor protein in control and

rats treated with 50 mp/kg/day L-NAME. (A} cenal cortex;

(B} medulla and (C) papilla. No significant differences in

expression were seen in any region
ANG Il caused a concentration-dependent increase in
perfusion pressure of the isolated perfused kidney in
both  control and {-NAME-treated rats. The
vasoconstriction response to ANG Il was slightly
greater in kidney from t-NAME hypertensive rats than
normotensive rats {Fig 1), Maximal biood pressure
response was greater in  L-NAME-treated rats
compared with the control group {controi: 138 + 8
mmHg vs L-NAME: 160 + 13 mmHg; p<0.05), whereas
pL; values were similar in controt and L-NAME-treated
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rats (control: 6.8 + 0.14 vs L NAME: 7.0 + 0.2). The
seiective AT receptor antagonist losartan at 1x10°
and 3.16x10 M provoked a marked right shift of the
concentration-response curve to ANG JI in both groups
(Fig 1). However. the decrease induced by losartan on
the maximal effect was greater in  L-NAME
hypertensive rats.

AT1 receptor protein expression in renal cortex (Fig
2A), medulla (Fig 2B) anc papilla (Fig 2C) was similar
both in control and L-NAME-induced hypertensive rat.

The present study demonstrated that chronic L-NAME
administration is associated to  increased renal
vasoconstriction to ANG 1), Thus, our results confirm
previous cbservations that chronic NO blockade
produces activation of the RAS, which seems to be
involved in maintaining the hypertension and rena
vasoconstriction described in this model {8]. Moreover,
we demonstrate that iosartan, a highly selective AT1
receptor antagonist, blocks renovascular responses to
ANG (1. This latter finding canfirms that the vasopressor
effects of ANG il are mediated mainly by the AT1
receplor, The augmented ANG Il-inguced
vasoconstriction in  L-NAME induced hypertension
could be due to an increased numkber of AT1 receptors
in the kidney. Therefore, we explored the possibility
that an alteration in ATl receptor expression may
account for the greater renal responses to ANG Il in L-
NAME hypertensive rats.
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