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RESUMEN

Hipertension y embarazo: un estudio vascular de los receptores a;-
adrenérgicos

Los receptores a;-adrenérgicos medan la contraccién del musculo liso vascular.
Son activados por catecolaminas, adrenalina y noradrenalina para inducir un
incremento en la concentracién de calcio intracelular. Tres subtipos de receptores
ai-adrenérgicos forman esta familia (aia, 01 Y a1p). Cambios en la respuesta
contractil del musculo liso vascular han sido establecidos en hipertension y
embarazo, y cuando estos factores fueron individualmente evaluados, respuestas
incrementadas y disminuidas fueron observadas. Sin embargo, la respuesta de
los receptores a;-adrenérgicos durante el embarazo en un modelo de hipertension
cronico no ha sido explorada. Los objetivos de este trabajo fueron: i) Determinar
la respuesta contractil inducida por la fenilefrina en anillos de arteria aorta de rata
espontaneamente hipertensa (SHR) en diferentes tiempo de gestacion; vy ii)
Evaluar el papel del receptor ajp-adrenérgico en la respuesta contractil . Se
usaron anillos de arteria aorta (segmento anatdomicos abdominal y toracico) de
ratas embarazadas en 7, 14 y 20 dias de gestacion. Fueron construidas curvas
concentracion-respuesta a la fenilefrina (1 nM-10 uM) en ausencia y presencia de
BMY7378 (3, 10,30 nM), un antagonista selectivo de los receptores aip-
adrenérgicos. Como control fueron usadas ratas Wistar embarazadas. Los
resultados mostraron que la fenilefrina induce contraccion de la arteria aorta de
manera dependiente de la concentracion, e independiente del segmento
anatomico, tiempo de gestacional y cepa de rata. La comparaciéon de la
contraccion maxima (Emax) €entre segmentos anatomicos mostré que en SHR, la
arteria abdominal desarrollo mayor contraccion a la fenilefrina que la arteria
toracica en los tres tiempo de gestacion (2.25+0.07, 2.74+0.62* y 2.77+0.28 vs
1.674£0.30, 1.59+0.16 y 1.90+0.25 g, respectivamente), siendo estadisticamente
significante en el dia de gestacion 14 (*p<0.05). Mientras que en las ratas Wistar
fue observada una mayor contraccion del segmento abdominal comparado con el
toracico (3.24+0.37, 3.25+0.18 y 2.71+0.19 vs 2.51+0.26, 2.22+0.26 y 2.65+0.29
respectivamente), sin mostrar diferencias estadisticamente significativas en ningun
tiempo. Cuando fueron comparadas las cepas, la arteria toracica de SHR fue
deferente (*p<0.05) que la de Wistar (1.67+0.30* vs 2.51+0.26); los mismo fue
observado en la arteria abdominal (2.25+£0.07* vs 3.24+0.37), ambos en el dia 7 de
gestacion, y la toracica (1.59+0.16 vs 2.22+0.26) y abdominal (2.74+0.62* vs
3.25+0.15) en el dia 14 de gestacion; toracica (1.90+0.25 vs 2.65+0.29) y
abdominal (2.77+0.28 vs 2.71+0.19) en el dia 20 de gestacion. Los valores de pD.
para fenilefrina fueron de 6.87-7.3 entre grupos; mientas que los valores de
afinidad por BMY 7378 fueron 7.09-9.80.

Las evidencias reportadas aqui sugieren que las ratas SHR exhiben un
mecanismo adaptativo al embarazo, mostrado por un decremento de la resistencia
vascular que podria ser explicado por desensibilizacién de los receptores a;p-
adrenérgicos, desacoplamiento de la via transduccional y/o un decremento en el
namero de receptores. Sin embargo, estas posibilidades deber ser probadas.
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ABSTRACT

Hypertension and pregnancy: a vascular study of a;-adrenoceptors

a;-Adrenoceptors mediate contraction of vascular smooth muscle. They are
activated by catecolamines, adrenaline and noradrenaline, to induce an increase
on the intracellular calcium concentration. Three aj-adrenoceptor subtypes
complete that family (014, a1 and a;p). Changes in contractile response of vascular
smooth muscle have been established in hypertension and in pregnancy, and
when these factors were individually evaluated, increased and diminished
responses were observed, respectively. However, a;-adrenoceptors responses
during pregnancy in a chronic hypertension model have not been explored. The
aims of this work were: i) to determine contractile responses induced by
phenylephrine in aorta arterial rings from spontaneously hypertensive rats (SHR),
in different gestational times; and ii) to evaluate ajp-adrenoceptors role in
contractile response. Aorta arterial rings (abdominal and thoracic anatomical
segments) from pregnant rats at 7, 14 and 20 gestation days were used.
Concentration-response curves to phenylephrine (1 nM-10 uM) in absence and
presence of BMY7378 (3, 10 or 30 nM), a selective antagonist of aip-
adrenoceptors, were constructed. Pregnant Wistar rats were used as controls.
Results showed that phenylephrine induced aorta artery contraction in a
concentration-dependent manner, and independent of anatomical segment,
gestational time and rat strain. The comparison of maximum contraction (Emax)
between anatomical segments shown that in SHR, abdominal artery developed
greater contraction to phenylephrine than thoracic artery in all three gestation times
(2.25+0.07, 2.74+0.62* and 2.77+0.28 vs. 1.67+0.30, 1.59+0.16 and 1.90+0.25 g,
respectively), being statistically significant at gestation dayl4 (*p<0.05). Whereas
in Wistar rats a higher contraction of abdominal segment compared to thoracic was
observed (3.24+0.37, 3.25+0.18 and 2.71+0.19 vs. 2.51+0.26, 2.22+0.26 and
2.65%0.29, respectively), showing no statistical difference at any time. When rat
strains were compared, SHR thoracic artery was different (*p<0.05) than Wistar
(1.67+0.30* vs. 2.51+0.26); the same was observed on abdominal artery
(2.25+0.07* vs. 3.24+0.37), both at gestation day 7, and thoracic (1.59+0.16 vs
2.22+0.26) and abdominal (2.74+£0.62 vs 3.25+0.15) at gestation day 14; thoracic
(1.90+0.25 vs 2.65%0.29) and abdominal (2.77+£0.28 vs 2.71+0.19) at gestation day
20. pD; values for phenylephrine were 6.87-7.3, among groups; while affinity
values displayed for BMY 7378, were 7.09-9.80 among groups.
The evidences reported here suggest that SHR rats displayed a vascular adaptive
mechanism to pregnancy, shown by a decrease of vascular resistance that could
be accounted for as desensitization of a;p-adrenoceptors, pathway transductional
uncoupling and/or a decrease in the number of receptors. However, those
possibilities should be tested.
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1 Introduccidén

Los receptores a;-adrenérgicos son una subfamilia heterogénea de receptores
acoplados a proteinas G, conformada por los subtipos aja, 018 ¥ Qip, Cuya
activacion reversible por las aminas adrenérgicas esta entre las funciones
fisiolégicas mas importantes en el sistema cardiovascular. La estimulacion de
estos receptores, en el musculo liso vascular, produce contraccién al aumentar la

concentracion de calcio citosélico ([Ca®)j] (Salomonsson et al., 2001).

En la arteria aorta de ratas se han identificado, a nivel RNAm, los tres subtipos; sin
embargo, el papel funcional especifico de cada receptor no ha sido
completamente aclarado. En este sentido, trabajos reciente han mostrado que el
subtipo a;p desempefia un papel muy importante en la modulacion de la respuesta
contractil, de una manera independiente de ligando, cuya finalidad es evitar
cambios abruptos en el calibre de los vasos y consecuentemente cambios subitos
en el flujo sanguineo (D’Ocon et al., 2002). Aunado a lo anterior, la obtencién de
un ratén “knockout” para el receptor a;p generd ratones hipotensos y con
respuestas mediadas por receptores a;p ausentes (Tanoue et al., 2002). Asi, se
hace evidente el papel funcional del receptor a;p-Adrenérgico en la respuesta
contractil del musculo liso vascular. No obstante, este mismo receptor ha sido
implicado en procesos patoldégicos como la hipertension, en donde se le ha
detectado en la vasculatura de ratas SHR y al cual se le atribuye la
hipersensibilidad que el tejido vascular presenta a la estimulacibn con
noradrenalina (Villalobos-Molina et al., 1996; Ibarra et al., 1998; Villalobos-Molina
et al., 1999).

Por otro lado, el embarazo, un proceso fisiolégico que involucra constantes
cambios en el sistema cardiovascular materno, relacionado con un importante
aumento de la frecuencia cardiaca, gasto cardiaco, volumen plasmatico, profunda

vasodilatacién, baja reactividad vascular y disminucion de la presion sanguinea,
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eventos que han sido observados en mujeres, ratas y muchas otras especies

animales que cursan con embarazo normal. De manera interesante, se sabe
también que madres que cursan con hipertension cronica, presentan la misma

caracteristica genotipica en el descenso de la presién arterial.

Por lo anterior, consideramos que el receptor a;p -adrenérgico que esta mediando
la respuesta contractil en la aorta de ratas embarazadas, facilita la disminucién de
la resistencia vascular y coadyuva a la vasodilatacion y, consecuentemente, al
descenso en la presion sanguinea, efecto caracteristico del proceso de desarrollo

fetal.



1.1 Sistema Nervioso

El sistema nervioso es una red compleja que permite a un organismo comunicarse
con su ambiente. Esta red incluye componentes sensoriales que detectan cambios
en los estimulos ambientales y componentes motores que generan movimiento,
contraccion de los musculos cardiaco y liso y secrecion de las glandulas. Los
componentes integrales del sistema nervioso reciben, almacenan y procesan

informacion sensorial para luego organizar la respuesta motora apropiada.

El sistema nervioso para su estudio es dividido en sistema nervioso central (SNC),
sistema nervioso periférico (SNP) y este a su vez se divide en sistema nervioso
auténomo (SNA) [que a su vez se divide en sistema nervioso simpatico y sistema

nervioso parasimpético] y sistema nervioso somético (SNS) (Fig 1).

Sistema
Nervioso (SN)

Nervioso
eriférico (SNP

Nervioso

Sistema Il Sistema
Central (SNC)

Autébnomo

Sistema
Nervioso
Simpético

Sistema
Nervioso
Parasimpético

Fig.1. Divisiones del sistema nervioso




El SNC estd conformado por el cerebro y la médula espinal; ambos estan

cubiertos por tres membranas denominadas meninges, dispuestas de afuera hacia
dentro en el siguiente orden, dura madre, aracnoides y pia madre. Dentro del SNC
algunas neuronas con funcion similar son agrupadas dentro de agregados,

llamados nucleos.

El SNP consiste de las partes del sistema nervioso que estan fuera de la dura
madre, estos elementos incluyen receptores sensoriales para varias clases de
estimulos, la porcién periférica de la espina y los nervios craneales, también como
todas las porciones periféricas del SNA. Los nervios periféricos que llevan
mensajes de la periferia al SNC son los nervios aferentes y los nervios periféricos
motores que llevan mensajes del SNC al tejido periférico son los nervios eferentes.
Los ganglios periféricos son conjuntos de células nerviosas concentradas en

pequefios grupos, localizados fuera del SNC.

El SNA es la porcion que regula el control de la funcién visceral, incluyendo el
ritmo cardiaco, la presién sanguinea, la digestion, regulacion de la temperatura y
la funcion reproductiva. Este sistema se divide anatdmicamente en dos porciones:
la division simpatica (toraco-lumbar) y la parasimpética (craneo-sacra) (fig. 2).
Ambas se originan en nucleos dentro del SNC y emiten fibras preganglionares
eferentes que salen del tallo encefalico o la médula espinal y terminan en los
ganglios motores. Las fibras simpaticas preganglionares salen del SNC a través
de los nervios raquideos toracicos y lumbares; mientras que las fibras
preganglionares parasimpaticas salen del SNC a través de los nervios craneales,

asi como la tercera y cuarta raices raquideas sacras.

La mayor parte de las fibras preganglionares simpaticas terminan en ganglios
situados en las cadenas paravertebreales, a cada lado de la columna vertebral y el
resto de estas fibras preganglionares terminan en ganglios prevertebrales, por
delante de las vértebras. A partir de estos, las fibras simpaticas posganglionares

llegan a los tejidos inervados.




Las fibras parasimpaticas preganglionares terminan en ganglios parasimpaticos

que se localizan fuera de los 6rganos inervados. La mayor parte de las fibras

parasimpaticas terminan en células ganglionares distribuidas de manera difusa o

en redes en el interior de las paredes de los érganos inervados. Es de importancia

recordar en este punto que los términos simpatico y parasimpatico son de tipo

anatomico y no dependen del tipo de transmisor quimico que se libera en las

terminales nerviosas, ni del tipo de efecto (excitador o inhibidor) que la actividad

nerviosa induzca.
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Fig. 2. Esquema que representa el sistema nervioso autbnomo y sus divisiones parasimpatica y
simpatica (http://recursos.cnice.mec.es/biosfera/.htm).
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1.2 Neurotransmisores de las sinapsis del SNA

Los impulsos nerviosos desencadenan reacciones en musculo liso, cardiaco y
estriado, glandulas exocrinas y neuronas postsinapticas, al liberar

neurotransmisores quimicos especificos.

1.2.1 Catecolaminas

Los nervios simpaticos tienen importancia en el control del sistema cardiovascular
a través de la liberacion de adrenalina y noradrenalina, las que actian como
hormona sistémica y como neurotransmisor, respectivamente. La noradrenalina es
el transmisor de la sinapsis de los musculos lisos, inervados por neuronas motoras
autonémicas simpaticas. La estimulacion de estas neuronas periféricas aumenta la
actividad cardiaca y de los 6rganos internos en las reacciones de lucha o huida.
También se encuentra en las sinapsis del sistema nervioso central. La adrenalina
es sintetizada y liberada a la sangre por la médula suprarrenal, 6rgano endocrino
gue tiene el mismo origen embrionario que las neuronas del sistema simpatico. La
adrenalina, la noradrenalina y el neurotransmisor relacionado dopamina, se
sintetizan a partir de tirosina y su estructura quimica contiene un grupo catecol
unido a una amina (fig. 3), por lo que se denominan catecolaminas. Los nervios
gue sintetizan y utilizan adrenalina o noradrenalina se denominan adrenérgicos
(Lodish, et al. 2003).

En el sistema cardiovascular la adrenalina y la noradrenalina ejercen sus efectos
por activacion reversible de adrenoreceptores en membranas celulares del
musculo liso vascular. Estas catecolaminas disparan respuestas inmediatas y
también son capaces de promover acciones a largo plazo, tales como el

crecimiento y proliferacion. En las células del musculo liso vascular las
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catecolaminas no solamente inducen contraccion sino también influencian

proliferacion (Garcia-Séainz et al., 1999).

SINTESIS DE CATECOLAMINAS
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Fig. 3 Sintesis y estructuras de catecolaminas
Modificado de www.mfi.ku.dk/ppaulev/chapter30/images/30-5.jpg

1.3 Sistema cardiovascular

La funcion del sistema cardiovascular es suministrar sangre a los tejidos,
proporcionar nutrientes esenciales para el metabolismo celular y eliminar los
productos de desecho de las células. El coraz6n sirve como una bomba, que
genera, por su contraccién, la presion para impulsar la sangre a través de los

vasos sanguineos.
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El sistema cardiovascular participa, ademas, en varias funciones homeostaticas:

regula la presion arterial, transporta hormonas reguladoras desde sus puntos de
secrecion (glandulas endocrinas) hasta sus sitios de accion en los tejidos
efectores y participa en la regulacion de la temperatura corporal y, en estados
fisiolégicos alterados, como la hemorragia, el ejercicio y los cambios posturales,

realizando los ajustes homeostéaticos necesarios.

1.3.1 Vasos sanguineos

Los vasos sanguineos son las estructuras encargadas de transportar toda la
sangre hasta las células. Se subdividen en arterias 0 vasos que transportan la
sangre desde el corazbn a otros Organos. Se caracterizan por disminuir
progresivamente de didmetro y por subdividirse continuamente. Las venas, por su
parte, son vasos que transportan la sangre desde los 6rganos hasta el corazon. A
diferencia de las arterias, estos vasos se van uniendo progresivamente de modo
que aumentan continuamente de diametro. Finalmente los capilares son vasos

que se encuentran en medio de las arterias y las venas.

La pared de los vasos sanguineos consiste de tres capas: la intima, la media y la
adventicia. Los capilares, los cuales tienen solamente una capa intima de células
endoteliales descansando sobre una lamina basal, son la excepcion. Respecto a
la organizacién de las capas, se pueden distinguir cuatro blogques de construccion
en la pared vascular: células endoteliales, fibras elasticas, fibras de colageno y
células de musculo liso. Ademas de estos componentes principales, fibroblastos,
terminales nerviosas y células sanguineas invaden la intima y otros componentes

extracelulares como proteoglicanos pueden estar presentes (Fig.4).

Las células endoteliales forman una sola capa continua que limita todos los

segmentos vasculares. Las uniones complejas conservan las células endoteliales
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juntas en arterias, pero son menos numerosas en venas. La organizacion de la

capa de células endoteliales en capilares varia grandemente dependiendo del

organo.

Las fibras elasticas son como material de goma que explica casi toda la elasticidad
de los vasos en la presidon normal, y la elasticidad de otros tejidos como los
pulmones. Tienen dos componentes: un centro de elastina y una cubierta de
microfibrillas; el centro consiste de un polimero altamente insoluble de elastina,
una proteina rica en aminoacidos no polares (glicina, alanina, valina, prolina).
Después de ser secretado hacia el espacio intracelular, la elastina permanece en
una configuracion de cordones enrollados. Ellos se entrelazan covalentemente y
ensamblan una red altamente elastica de fibras, capaz de estirarse mas de 100%
bajo condiciones fisiologicas. Las microfibrillas, estdn compuestas por
glicoproteinas y tienen un didmetro aproximado de 10 nm, son similares a las
encontradas en la matriz extracelular en otros tejidos. En las arterias, las fibras
elasticas estan arregladas como laminillas cilindricas concéntricas. Una red de
fibras elasticas es abundante por doquier excepto en los capilares verdaderos,

vénulas y en las anastomosis arteriovenosas.

Las fibras de colageno constituyen una cubierta de material mucho menos
extensible que las fibras elasticas, como tejido entrelazado a los lados de la pared
de un tubo de goma. La colagena puede ser distensible Unicamente de 3-4% bajo
condiciones fisiologicas. La unidad basica de las fibras de coldgeno en vasos
sanguineos son moléculas tipos | y I, los cuales son colageno fibrilar. Después
de ser secretadas, estas moléculas de triple hélice se ensamblan en fibras que
pueden ser de 10-300 nm de didmetro, estas a su vez se agregan en fibras de
colageno que pueden ser de algunas micras de diametro y ser visibles con un
microscopico de luz. Las fibras de colageno estan presentes a lo largo de la
circulacion excepto en los capilares. El colageno y las fibras elasticas forman una
red menos ordenada hacia la superficie interna de los vasos que en la superficie

externa.




Células del muasculo liso vascular, estan presentes en todos los segmentos

vasculares excepto en los capilares. En arterias elasticas, las células de musculo
liso vascular se arreglan en espirales, mientras que en las arterias musculares,
son arregladas en cualquiera de los dos anillos concéntricos o como hélices. Las
células del musculo liso vascular relajadas no contribuyen apreciablemente a la
tension elastica de la pared vascular, la cual es principalmente determinada por la
elastina y las fibras de colageno. Las células del muasculo liso vascular ejercen

tensioén, principalmente por contraccion activa.
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Fig. 4. Conformacién microscopica histologica de las arterias.
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1.4 Receptor

El concepto de receptor se origing a finales del siglo XIX con las observaciones
independientes del médico y quimico aleman Ehrlich y el fisibélogo inglés Langley,
quienes encontraron que para que una sustancia activa produzca su efecto debe
combinarse con un componente especial de la célula, la cual denominaron

sustancia receptora.

En términos generales, un receptor es cualquier proteina a la que se fija una
molécula extracelular especifica (ligando), lo que inicia una respuesta celular
(Lodish et al. 2004). El tipo de receptor y su mecanismo de accion determinan la
naturaleza de la respuesta fisiologica y esta es especifica del tipo de tejido y de

célula.

Los receptores, por su ubicacion, se clasifican en membranales e intracelulares,
dentro de los primeros se consideran a los receptores acoplados a proteinas G,

receptores - canales i6nicos y receptores con actividad enzimética intrinseca.

Los receptores intracelulares, requieren que su ligando penetre a la célula y
localice en el citoplasma o en el nlcleo a su receptor, para generar un efecto
celular de tipo gendmico. Mientras tanto, los receptores acoplados a proteinas G,
llevan a cabo su funcién a través de una serie de procesos bioguimicos que se

desencadenan al interior de la célula, después que su ligando especifico se une.

1.4.1 Receptores adrenérgicos

Los adrenoreceptores son un grupo heterogéneo de receptores que median
acciones centrales y periféricas. Se localizan en la membrana celular, se activan

por los agonistas noradrenalina y adrenalina produciendo una respuesta celular
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(Docherty, 1998). Se dividieron en dos grandes categorias alfa (o) y beta (p) y mas

recientemente se subdividieron en tres familias o4, a2 y B, basados en su
farmacologia, estructura y mecanismo de sefalizacion (Bylund et al., 1994). Cada
una de las familias contiene tres 0 mas subtipos y todos son miembros de la

superfamilia de receptores acoplados a proteinas G.

Los receptores as-adrenérgicos constituyen una de las familias mas ampliamente
estudiadas, debido a su primordial importancia fisioldégica en el control de la
presion sanguinea, flujo sanguineo, modulacién neural, digestién, miccidn,
respiracion, reproduccion, diametro pupilar, procesos metabdlicos y en la conducta
(Docherty, 1998). En medicina, la familia de receptores a;-adrenérgicos es de
particular interés terapéutico dado su importante papel en el control de la presion
sanguinea (Piascik et al., 1990; Blylund et al., 1994; Minneman and Esbenshade,
1994).

1.4.2 Receptores a;-adrenérgicos

Se ha reportado que tres genes codifican los subtipos de receptores aq;-
adrenérgicos (Cotecchia et al., 1988; Schwinn et al. 1990; Lomasney et al., 1991;
Pérez et al., 1991) conocidos como a4, aig Y aip. LOS genes que codifican para
cada subtipo son ADRALC, ADRA1B y ADRA1D y se localizan en los cromosomas
8,5 y 20, respectivamente (Alexander et al., 2000).

Los receptores «oj-adrenérgicos (o1-ARS) consisten de una Unica cadena
polipeptidica que conforma 7 dominios transmembranales (Zhong et al., 1999),
constituidos de 20-28 aminoacidos hidrofébicos conectados por asas hidrofilicas
gue se disponen alternadamente al ambiente intra y extra celular (Minneman and
Esbenhade, 1994; Strader et al., 1994; Bylund et al., 1995; Gram. et al., 1996;
Guarino et al., 1996). El extremo amino terminal de estos receptores esta

localizado extracelularmente y contiene sitios consenso para glicosilacion,
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mientras el extremo carboxilo terminal esta localizado intracelularmente y contiene

sitios consenso para fosforilacion por algunas proteinas cinasas. La segunda y
tercera asas intracelulares estan probablemente involucradas en el acoplamiento
de estos receptores con proteinas heterotriméricas G (Garcia-Sainz et al., 1999).
El nimero de aminoacidos que forman a cada uno de los receptores es de 466
para el aia, 519 para el aig y 572 para el aip en el humano y en rata 465, 515 y
560, respectivamente. Estos receptores poseen la caracteristica de compartir una

extensa secuencia homéloga de aminoacidos.

1.4.3 Localizacion celular

Clasicamente se ha pensado en los GPCRs como aquellos que, siendo
expresados predominantemente sobre la membrana celular, son accesibles a los
ligandos solubles en agua. Sin embargo, datos recientes han sugerido que la

localizacion celular de GPCRs es mas complicada que la previamente imaginada.

La distribucion celular de a;-ARs en fibroblastos transfectados que expresan
establemente cada uno de los subtipos, asi como en cultivos primarios de células
de mausculo liso vascular, utilizando inmunotincién, revelaron que el receptor a;g-
AR es expresado predominantemente en la membrana celular, y que el subtipo
a1a-AR fue localizado en ambos regiones: intracelular y en la membrana. En tanto
gue el subtipo a;p-AR fue pobremente detectado en la membrana celular. (Piascik
M.T. and Perez D.M., 2001).
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1.4.4 Proteinas G

Las proteinas G, heterotriméricas, estan formadas por una subunidad a fijjadora de
GTP, que les confiere reconocimiento especifico al receptor y al efector, un dimero
de las subunidades B y y que les confiere su ubicacion en la membrana. Las
proteinas G se unen a la cara citoplasmética de los receptores y estos responden
a los agonistas provocando la fijacion de GTP a la subunidad a. La GTP activa a la
proteina G y le permite, a su vez, activar a la proteina efectora. La proteina G
permanece inactiva hasta que hidroliza al GTP para formar difosfato de guanosina
(GDP) y vuelve a su estado basal inactivo. Estas proteinas son transductores de
sefiales que llevan informacion desde el receptor hasta una o méas proteinas
efectoras. Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), comprenden a los de
varias aminas biogénicas, eicosanoides, péptidos hormonales, opiaceos,
aminoéacidos y muchos otros ligandos proteicos. Los efectores que son regulados
por proteinas G comprenden enzimas como adenililciclasa, fosfolipasa C,
fosfodiesterasas y canales de iones de la membrana plasmatica selectivos para
Ca’* y K'. Dado el nimero e importancia fisioldgica, los GPCR constituyen
objetivos muy utilizados para los farmacos, quizas la mitad de los farmacos que no
son antibidticos estan dirigidos hacia estos receptores (Buxton, 2007).

Los as1-AR interactdan con proteinas G de la familia Gg11. Esto se hizo evidente al
observar que Gaq o Ga11 pueden mediar la activacién de fosfolipasa C inducida
por cualquiera de los tres subtipos de receptores a;-AR (Garcia-Séinz et al.,
1999). Usando tecnologia antisentido, se demostr6 que Gaq participa en la
produccion de fosfoinositidos y movilizacién de calcio intracelular mediados por o;-
AR, mientras que Ga11 esta involucrada en el flujo de calcio mediado por a;-AR

en miocitos del portal venoso de la rata (Garcia-Sainz et al., 1999).

Hay también evidencia que las proteinas G, sensibles a toxina pertussis, participan
mediando las acciones oj-adrenérgicas. Adicionalmente, se conoce que las

proteinas Gao interactian con a;-ARs en la aorta de rata y que ellas pueden
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participar mediando la contraccion y la formacion de inositolfosfato. Esto puede

tener lugar a través de las subunidad o 0 del complejo By de la proteina G (Garcia-
Sainz et al., 1999).

Una clase de proteinas G de alto peso molecular, llamada Gh ha sido descrita, las
cuales parecen ser multifuncionales ya que poseen actividad transglutaminasa y
de sefalizacion. Evidencias adicionales mostraron que tales proteinas pueden
mediar la activacién de o;-AR a través de fosfolipasa C. Estas proteinas también
parecen tener la capacidad de interactuar con los subtipos de receptores og- Y

o1p PEro no con aga.

1.4.5 Mecanismo transduccional

Los receptores ai-adrenérgicos estan acoplados a proteinas Ggy11 para estimular
la activacion de la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima cataliza la hidrélisis de
fosfatidilinositol 4,5,-bisfostato (IP,) y la subsecuente formacién de inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Estas moléculas actian como segundos
mensajeros mediando la liberacion intracelular de calcio ([Ca®'];) y la activacién de
la proteina cinasa C (PKC), respectivamente (Fig. 5) (Garcia-Sainz et al., 2000).

El Ca®* se une a calmodulina y el complejo Ca**-calmodulina activa la cinasa de
cadena ligera de miosina que fosforila a miosina. La miosina fosforilada puede
entonces unirse a la actina, formar puentes transversos y generar tension
(Constanzo 2004).

Los tres subtipos de a;-AR clonados son capaces de generar fosfoinositidos y
sefializar con calcio. La diferencia parece existir en la efectividad con la cual los
receptores activan esta ruta de sefializacion, sugiriendo variaciones en la actividad

intrinseca entre los diferentes subtipos (Garcia-Sainz et al., 1999).
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Fig. 5. Mecanismo de sefializacion transduccional para los receptores a,-adrenérgicos. Tomado y
modificado de Godinez-Hernandez 2005.

1.4.6 Senalizacion a nivel nuclear

Como se menciond, se ha establecido que los «;-ARs estan acoplados para
sefalizar al generar fosfoinositidos y liberacién de calcio, sin embargo, esta ruta

de sefializacion no explica completamente todas las acciones de los a1-ARs, dado
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gue su activacion estimula mdltiples vias, mismas que parecen involucrar

diferentes proteinas G y depender del fenotipo de las células. Por esta razon, la
sefalizacion a nivel nuclear ha llegado a ser la principal area de investigacion en

anos recientes.

Los a1-ARs, como otros receptores acoplados a proteinas G, activan respuestas
mitogénicas en una variedad de tipos celulares y juegan un importante papel en la
regulacion del crecimiento y proliferacion celular. Estudios realizados en cultivos
de miocitos ventriculares de ratas neonatas, exhibieron que la estimulaciéon con
agonistas de o3-ARs induce hipertrofia y la sobre-expresidon de una mutante
constitutivamente activa del «s3-AR en miocitos cardiacos conduce a hipertrofia
miocardica en animales transgénicos (Zhong et al., 1999). Otros hallazgos han
exhibido que la activacion de o;-AR mutantes que poseen actividad constitutiva
son tumorigénicos, por lo que los genes de a;-AR podrian ser considerados como
protooncogenes (Garcia-Sainz et al., 1999). En este sentido se ha observado que
una accion inicial en respuesta a agentes que inducen el crecimiento y
proliferancion celular (hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento) es
la expresion de genes tempranos como c-fos y c-jun. Esto ha permitido establecer
que la activacion de «;-ARs induce la expresion de c-fos y c-jun en una gran
variedad de células incluyendo miocitos cardiacos, cultivos de células del musculo
liso vascular de aorta de rata, hepatocitos y células transfectadas con diferentes
subtipos de receptor. Los tres subtipos parecen ser capaces de inducir la
expresion de c-fos y c-jun. La via de sefalizacion que incrementa la concentracion
de calcio intracelular y la activacion de proteina cinasa C parecen estar
participando (Garcia-Sainz et al., 1999)

Los a;-ARs estimulan la sintesis de DNA y la activacion de proteina cinasa
activadora de mitégeno (MAPK) involucrando la activacion de fosfatidilinositol 3-

cinasa via una proteina G sensible a toxina pertussis.
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1.4.7 Regulacién de lafuncién de receptor

Como hemos mencionado, los a;-ARs no solo median acciones fisiologicas, sino
también toman parte en la patogénesis de enfermedades tales como hipertension
e hipertrofia prostatica, por lo que el conocimiento de su estructura, funcion y

regulacion son importantes para las ciencias basicas y la practica clinica diaria.

La modulacién de la funcion de los receptores acoplados a proteinas G
(desensibilizacion/resensibilizacion) es un evento clave en la adaptacion de las
células a los cambios en el medio interno de un organismo y al mantenimiento de
la homeostasis. Entre los diferentes procesos celulares que parecen estar
involucrados se incluyen receptores que desacoplan proteinas G, internalizacion,
reciclaje a la membrana plasmatica, degradacion y regulacién de la expresion

genética del receptor, sucesos que ocurren en distinta temporalidad.

La atenuacion de la funcion del receptor (desensibilizacién) es caracteristica de los
receptores acoplados a proteinas G y puede ser inducida por activacién del mismo
receptor (desensiblilizacion homologa) o de un receptor no relacionado
(desensibilizacion heter6loga). Tales desensibilizaciones son asociadas a
fosforilacion del receptor y se ha sugerido a las cinasas de receptores acoplados a
proteinas G (GRKSs) para la desensibilizacion homologa y a las cinasas activadas
por segundos mensajeros para la desensibilizacién heterdloga (Garcia-Sainz et
al., 2004)

Desensibilizacibn homologa en la cual unicamente los receptores activados por el
agonista reducen su sensibilidad involucrando la fosforilacion del receptor por
GRKs y la unioén a proteinas arrestina. Esto desacopla al receptor de la proteina G

y aumenta su secuestro.
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Desensibilizacion heterdloga en la cual la estimulacion por un agonista atenda la

respuesta a un agente no relacionado, implicando principalmente fosforilacion de
receptores y otras entidades de sefalizacion por diferentes cinasas incluyendo
cinasas activadas por segundos mensajeros y receptores con actividad intrinseca

de tirosina cinasa.

1.4.8 Funcion vascular de los receptores aj-adrenérgicos

En el sistema cardiovascular los receptores a;-adrenérgicos regulan la contraccion
cardiaca y arterial. En las arterias de ratas, se ha detectado la presencia de RNAmM
para los tres subtipos de a;-ARs, lo que demostré que los genes de estos se
expresan; sin embargo, ensayos con radioligandos como marcadores, estudios
funcionales y usando anticuerpos especificos contra los o;-ARS, para detectar su
presencia en membrana permiti6 conocer que s6lo 1 o 2 de los «;-ARsS
predominan en la contraccion del musculo liso vascular. En este sentido, los
receptores oyp Se expresan funcionalmente en las arterias aorta, caroétida,
mesentérica, iliaca, femoral y renal, donde median la contraccion inducida por
agentes adrenérgicos e in vivo tiene un importante papel en el control de la
presion arterial. Ademas, en las arterias que expresan el subtipo aip como aquel
predominante para la respuesta contractil, pero no en los vasos sanguineos que
expresan al a;a, se ha demostrado que existe una poblacion de receptores
constitutivamente activos, lo que quiere decir que los receptores no requieren
noradrenalina para ser estimulados (Villalobos-Molina et al., 2005), al parecer el
subtipo a;p posee una funcion moduladora,puesto que la respuesta contractil del
tejido a un estimulo adrenérgico puede ser sostenida cuando el agonista es
removido, y de este modo prevenir cambios abruptos en el calibre de los vasos y
consecuentemente cambios repentinos en el flujo de la sangre en respuesta a

estimulos adrenérgicos (Gilbert et al., 2002).
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Avances en biologia molecular han permitido la interrupcion de genes y la

consecuente generacion de modelos de ratones “knockout”, los cuales se han
utilizado para demostrar el papel fisiolégico del receptor adrenérgico a;p en el
sistema cardiovascular, evidenciando que este receptor a;p media la respuesta
presora inducida por catecolaminas al regular, directamente, la vasoconstriccion;
adicionalmente se pudo establecer que la presion sanguinea de reposo en este
mismo modelo es ligeramente menor que en sus controles silvestres, lo cual
permitié sugerir el caracter constitutivo de este receptor en vasos sanguineos de

ratones (Tanoue et al., 2002).
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2 Antecedentes especificos

2.1 Hipertension

La hipertension es un problema de salud con consecuencias frecuentemente
devastadoras, representa uno de los factores de riesgo mas importantes para la
arteriopatia coronaria y para los accidentes vasculares cerebrales; puede conducir
a hipertrofia e insuficiencia cardiaca, diseccion aortica e insuficiencia renal
(Robins et al., 2005). Se define como un aumento sostenido de la presién arterial =
140/90 mmHg, criterio que caracteriza a un paciente cuyo riesgo de afeccién
cardiovascular relacionada con la hipertension es lo bastante alto para ameritar
atencion meédica (Brain et al., 2007).

La presion arterial elevada suele provocarse por una combinacién de varias
anormalidades (multifactorial). Pruebas epidemiologicas sefialan que factores
hereditarios, estrés y factores ambientales, asi como alimenticios (aumento en el
consumo de sal y disminucién de potasio o calcio) contribuyen al desarrollo de la

hipertension. Esta patologia afecta principalmente a adultos y ancianos.

Para el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a la enfermedad
se han utilizado varios modelos experimentales; sin embargo, la rata
espontaneamente hipertensa (SHR) generada por Okamoto & Oaki en 1963,
semeja de manera aproximada los eventos cardiovasculares que ocurren en el ser
humano, lo cual ubica a este modelo como la primera eleccion en el estudio de la

hipertension esencial humana.

Entre los factores que se han sugerido como involucrados en el desarrollo de la

hipertension en la rata SHR, un papel critico es para el sistema simpatico-adrenal,
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con efectos sobre la reactividad de los vasos a la estimulacion adrenérgica, el

sistema renina-angiotensina y el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal.

2.1.1 Hipertension: eventos vasculares

La hipertension es una enfermedad caracterizada por incremento en la resistencia
vascular periférica. A nivel vascular, se han asociado tres factores que contribuyen
a la patogénesis de la hipertension: i) cambios estructurales en la pared de los
vasos sanguineos, lo cual puede corresponder a un fendmeno adaptativo en
respuesta a un incremento en la presion arterial, ii) la hipersensibilidad de los
vasos a agentes vasoconstrictores, dada por la estimulacién de receptores as-
adrenérgicos del musculo liso vascular, lo cual se ha sugerido como un elemento
involucrado en el incremento y mantenimiento de la presion sanguinea en ratas
SHR y otros modelos de hipertension (Villalobos-Molina et al., 1999) vy iii)
disfuncién endotelial. Sin embargo, no se conoce si el incremento en la respuesta
del musculo liso vascular a noradrenalina es un fenbmeno que esta relacionado a
un incremento en el numero de receptores a; y/o afinidad o cambios en eventos
post-receptor, pues existe controversia en los resultados experimentales, ya que
se han descrito: aumentos, disminuciones o inclusive, no cambios en la respuesta

contractil a la noradrenalina (Villalobos-Molina, et al., 2005).

Como ya se ha mencionado, el masculo liso vascular expresa los tres subtipos
conocidos de a;-ARs, es decir, a1, ai1g Y aip (Piascik et al., 1994, 1995; Scofield
et al.,, 1995; Xu and Han, 1996), esta heterogeneidad de subtipos vasculares ha
sido evidenciada por estudios farmacolégicos y de biologia molecular, mismos que
ha permitido demostrar que el a;p-AR esta predominantemente involucrado en la
respuesta contractil de una variedad de arterias (Piascik et al., 1995; Goetz eta al.,
1995; Buckner et al., 1996) y en este sentido, se ha sugerido su participacién en

el control de la presion sanguinea (Villalobos-Molina et al., 1999).
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Para establecer la participacion de los a;-ARs que median la contraccion en

arterias de ratas normotensas y espontaneamente hipertensas, Villalobos-Molina y
colaboradores, realizaron por primera vez un estudio funcional comparativo que
demostrd que los subtipos aia Yy aip S€ encuentra presentes en las arterias de ratas
SHR y Wistar Kyoto (WKY) (Villalobos-Molina and Ibarra, 1996). En concordancia
con esta hipétesis, otro reporte demostré que las arterias aorta y carotida de ratas
WKY y SHR expresan predominantemente el subtipo aip, y las arterias
mesentéricas expresan una mezcla de aia Yy aip en tanto que la arteria caudal
expresa el subtipo aia; al mismo tiempo que hubo hiper-reactividad en la
respuesta inducida por noradrenalina de las arterias carotida y aorta de ratas SHR,
sugiriendo que hay un mayor numero de receptores aip y que este receptor esta
mejor acoplado a la maquinaria contractil que el a;a (Ibarra et al., 1998). Mas
tarde, un estudio funcional in vivo conducido en ratas WKY y SHR descerebradas
de 1 y 6 meses de edad, demostré la presencia de receptores a;p en la
vasculatura de ratas jovenes pre-hipertensas, adultas SHR y su aparicion
relacionada con la edad en ratas adultas WKY. Lo que permitid sugerir que la
presencia de este receptor en la resistencia vascular de ratas pre-hipertensas e
hipertensas podria indicar que esta involucrado en la patogénesis/mantenimiento
de la alta presion sanguinea en ratas SHR. Ademas, el efecto presor inducido por
fenilefrina en la vascularura de ratas SHR fue mayor que en WKY, lo que podria
indicar que el receptor aip- esta involucrado en la hiper-reactividad vascular
(Villalobos-Molina et al., 1999).

Por otro lado, la angiotensina 1l (Ang Il), sintetizada por el sistema renina
angiotensina (SRA) es otro elemento implicado en el proceso hipertensivo, en
condiciones fisioldgicas participa en la regulacion del la presion arterial sistémica.
La Ang Il actia como un potente vasoconstrictor para activar los receptores a
angiotensina tipo ATj;, sobre mdusculo liso vascular, afecta la remodelacion
vascular y cardiaca, la contractilidad cardiaca, el ritmo del pulso al incrementar el
tono del sistema nervioso simpéatico (por liberacién presinaptica de noradrenalina),

Los parametros regulados por SRA, tales como la actividad de la renina
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plasmatica, concentraciones de angiotensindgeno y liberacion de renina renal

estan elevados en ratas SHR jovenes, lo que ha permitido sugerir que esto puede
contribuir a la patogénesis de la hipertension genética. En virtud de lo anterior, se
ha cuestionado si existe una comunicacion cruzada entre SRA y la via adrenérgica
periférica. Algunos trabajos dirigidos a resolver esta cuestion han evidenciado que
en la vasculatura de ratas SHR de 4 semanas de edad se ha observado un
incremento en la densidad de receptores a;-AR y Ang Il antes del desarrollo de la
hipertension (Schiffin et al., 1984). El efecto estimulante de Ang Il sobre la sintesis
de acido desoxirribonucleico (ADN) de células del musculo liso vascular in vivo fue
marcadamente disminuido por el co-tratamiento con prazosina un antagonista a;-
adrenérgico. Otros estudios demostraron que altas dosis de captopril, un inhibidor
de la enzima convertidora de angiotensina (iIECA), inhibid la hipersensibilidad de
los vasos a fenilefrina, agonista aj-adrenérgico. Ademas, el bloqueo de SRA por
medios farmacoldgicos con iIECAs o antagonistas del receptor tipo AT; en ratas
SHR jovenes, puede atenuar o prevenir el desarrollo de la hipertensién (Villalobos-
Molina et al., 2005; Godinez-Hernandez et al., 2006).

Por otra parte, se demostr6 que la Ang Il induce la expresion de a;-AR,
principalmente del subtipo a;p en células del musculo liso de aorta de rata (Hu et
al., 1995), y la activacion de aip-AR incrementa la sintesis de proteinas en el
musculo liso arterial (Faber et al., 1997). Estos datos sugieren que la Ang Il facilita
la hipersensibilidad e hipertrofia del musculo liso adrtico a través de la expresion
de aip-AR (Villalobos-Molina et al., 2005).

2.1.2 Estatus endotelial y mediadores

Bajo algunas condiciones patolégicas tales como la hipertension, la relajacion
dependiente del endotelio esta deteriorada. La disfuncién endotelial en la

hipertension presupone la disminucion de factores relajantes como 6Oxido nitrico
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(NO), prostaglandina I, (prostaciclina, PGI,) y el factor hiperpolarizante derivado
del endotelio (EDHF), asi como el aumento de factores contractiles como
prostaglandina H, (PGH,), tromboxano A, (TxA;) y otros prostanoides lo que
implica la desregulacion del tono vascular (Villalobos-Molina et al., 2005). En la
rata SHR se ha sugerido que la hipertension es en parte, una causa del
debilitamiento de la relajacion dependiente del endotelio (Sekiguchi et al., 2001).
Reportes recientes proponen que existe contraccion dependiente del endotelio
que involucra la produccién de especies reactivas de oxigeno, activacion de
ciclooxigenasa endotelial (COX-1), disfuncion de un factor de contraccion derivado
del endotelio (EDCF) aun no identificado y la subsecuente estimulacion de los
receptores a tromboxano A, (receptores TP) localizados en las células del musculo
liso (Lusher & Vanhouttle 1986; AuchSchwelk et al., 1990; Kato et al., 1990; Ge et
al.,, 1995; Yang et al., 2002; 2003a, b; 2004). En este sentido Gluais y
colaboradores identificaron a este EDCF como la prostaglandina I, (prostaciclina)
(Gluais et al., 2005).

2.2 Embarazo

El periodo de desarrollo fetal se llama embarazo o gestacion, durante el cual las
hembras gestantes exhiben un proceso de adaptacion fisiolégico, dando lugar a
modificaciones a nivel anatdmico, bioquimico y endocrino, mismos que se inician
desde el momento de la concepcidn, y algunos de ellos persisten hasta después

del alumbramiento.

2.2.1 Embarazo: efecto sobre el sistema cardiovascular

El embarazo normal esta asociado con marcados cambios hemodinamicos como
incremento del ritmo cardiaco, gasto cardiaco, volumen plasmatico (Auger et al.,
2004) e incremento del flujo sanguineo uterino y renal. Sin embargo, a pesar de

estos incrementos, existe significante disminucion de la presion arterial y la
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Ademas se presenta reduccion en la sensibilidad presora del masculo liso vascular
a la administracion exdgena de vasoconstrictores (Weiner et al., 1997), tales como
noradrenalina, adrenalina y angiotensina Il, cuyo efecto presor es disminuido
durante la gestacion (Everett et al., 1978; McLaughlin et al., 1989; Raab et al.,
1956; Teeuw et al., 1973). Adicionalmente se ha reportado que hay remodelacién
de la vasculatura que resulta en incremento en la distensibilidad (Osol et al.,
1993). Estas adaptaciones en el sistema cardiovascular materno ocasionan un
incremento de 20-30 veces el flujo sanguineo uteroplacentario e incremento de
oxigeno y nutrientes necesarios para el desarrollo fetal. Cabe destacar que los
mecanismos que podrian explicar tales modificaciones vasculares durante la
gestacion siguen siendo poco claros y contradictorios, razén por la cual se han
sugerido varias hipoétesis que pretenden explicar dicho efecto, entre las que se

mencionan:

i.  Oxido nitrico
Estos cambios hemodindmicos que experimenta el organismo materno han
sido ligados a disminucion en la constriccion de los vasos sanguineos y en la
resistencia vascular periférica, o que ha llevado a proponer que el incremento
en la produccion de vasodilatadores provenientes del endotelio tales como el
oxido nitrico (ON), podria estar implicado en la adaptacion asociada al
embarazo. Como evidencia se ha encontrado que metabolitos del ON estan
elevados durante la gestacion en la rata (Cronrad et al., 1993). Asi como en la
aorta de rata prefiada se identificé incremento del RNAm para la SONe (Goetz
et al,., 1994) vy la expresion proteica de SONe en el endotelio de arterias
uterina y omental de ovejas (Magness et al., 1997), en este mismo sentido, en
la mujer embarazada se ha encontrado que la relajacion dependiente de ON

derivado del endotelio esta aumentada (Cochell et al., 1997).

Ensayos de sensibilidad a noradrenalina in vitro en arterias uterina y carotida

de cobayo, mostraron que las adaptaciones asociadas al embarazo son
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especificas de la arteria uterina y que la reduccion en la respuesta contractil

esta relacionada con cambios en el endotelio vascular, cuyo modulador mas
importante es el factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF), el cual

ademas se encuentra incrementado durante la gestacion (Weiner et al., 1991).

Ambiente hormonal

Modificaciones en el sistema cardiovascular durante el periodo de gestacion
normal han sido también relacionadas a los cambios endocrinos, donde se ha
propuesto que el estrégeno es el mediador potencial de los cambios vasculares
inducidos por la gestacién, dado su efecto establecido sobre la vasculatura y el
incremento en su concentracién durante el embarazo, asi como su correlacién
con el aumento en la expresion de la sintasa de oxido nitrico endotelial (SONe)
y por lo tanto el incremento de oxido nitrico (Zhang et al., 2001). En este mismo
contexto se sabe que el 17p-Estradiol ha mostrado incrementar el nivel de
proteina de la SONe en cultivos de células endoteliales de aorta de bovino
(Hishikawa et al., 1995; Kim et al., 1999).

Por otro lado, estudios funcionales demostraron atenuacién en la sensibilidad a
fenilefrina en arterias mesentéricas de ratas embarazadas, al mismo tiempo
gue ocurria un aumento en la sensibilidad a acetilcolina, ambos efectos se
modificaron por el antagonismo de receptores a estrégenos, sugiriendo con ello
que el 6xido nitrico parece ser un factor determinante en la disminucion de la
respuesta presora a fenilefrina y al incremento en la sensibilidad a la relajacion
dependiente del endotelio durante el embarazo, y ademas, que los efectos

mediados por 6xido nitrico son estrégeno- dependientes (Zhang et al., 2001).

Prostanoides
Indiscutiblemente el endotelio desempefia un papel importante en la
modulacién de la resistencia vascular y del flujo sanguineo, a través de su
capacidad para producir tanto vasodilatadores como vasoconstrictores.
Vasodilatadores como el ON y la prostaciclina I, (PGl,) se hacen mas
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aparentes durante el embarazo, aunque existen reportes contradictorios.
Ensayos funcionales llevados a cabo en anillos de arteria aorta de ratas
gestantes, demostraron que el efecto vasoconstrictor inducido por fenilefrina
se ve disminuido por efecto del embarazo y que esta atenuacion es endotelio-
dependiente, sin embargo, el tratamiento de los anillos con indometacina no
alter6 la respuesta, lo que les permiti6 sugerir que la atenuacion de la
respuesta contractil durante el embarazo es dependiente del endotelio y la
liberacion de factores endoteliales responsables de esta alteracion puede ser
insensible a indometacina (Alomaka et al., 1993). Por otro lado,
comunicaciones mas recientes, empleando ensayos moleculares, reportan que
en cultivos de células endoteliales provenientes de arterias uterinas de ovejas
prefiadas, hay produccion de vasodilatadores durante el embarazo asociada
con incremento en la expresion del receptor a angiotensina Il tipo AT;, SONe,
ciclooxigenasa 1 (COX-1) y fosfolipasa A, citosélica (cPLA,) (Bird et al., 2000).
Ademas, en arteria aorta (segmento toracico y abdominal) y en la corteza y
médula renales de ratas con 21 dias de gestacion, evaluaron la proteina de
COX-1, COX-2 y SON Il (SONe?), encontrando que en la rata embarazada
hay un incremento de ambas isoformas de COX y de SON Ill en el segmento
abdominal, mientras que no hubo cambio en COX-1 y COX-2 en la corteza y
médula renales, en tanto que la SON Il aumentd en la corteza renal, lo que
sugiere que el embarazo no influye de manera homogénea en la totalidad de la
arteria aorta y que un balance entre prostaglandinas y ON es responsable de la
disminuciéon en la reactividad vascular durante el embarazo en la rata
(Bobadilla et al., 2004)
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2.3 Hipertension y embarazo

Aungque se conoce que la hipertension primaria es un factor de riesgo para el
desarrollo de preeclampsia en mujeres, en animales de experimentacion el
embarazo es un potente antihipertensivo cuando se superpone a una variedad de
modelos de hipertension establecida en ratas, ya sea genética o inducida

experimentalmente (Podjarny et al. 2004).

En modelos de hipertension experimental y genética en ratas, invariablemente la
presién sanguinea disminuye durante la gestacién, por lo que se ha asociado este
efecto a un fendmeno exclusivo del embarazo e independiente de la etiologia de la
hipertension (Takeda, 1964). Hallazgos mas recientes concuerdan con
observaciones similares respecto al efecto hipotensor inducido por el embarazo en
ratas SHR, aunque la disminucion en los niveles de presion sanguinea ocurre
tanto en gestantes normotensas como en hipertensas, la magnitud de descenso
en la presion sanguinea sistolica parece ser mayor en SHR, ademas de presentar
menor adaptacion al volumen evidenciado por menor ganancia de peso y

retencién de sodio (Paracoli et al., 2001).

Ensayos de la reactividad vascular a arginina®-vasopresina y noradrenalina en
arteria mesentérica y vena porta de ratas Sprague-Dowley, Wistar Kyoto y SHR en
el dia 21 de gestacion, han mostrado que la sensibilidad a ambos agentes
vasoconstrictores es disminuida, observando que el efecto es similar en animales
normotensos e hipertensos, lo que sugiere que el factor responsable de este
fendbmeno afecta al masculo liso vascular en arterias y venas (Massicotte et al.,
1987)

Cabe destacar que un alto porcentaje de los estudios realizados sobre el efecto
que el embarazo induce en la reactividad vascular han sido enfocados a explicar el
proceso de vasodilatacion y no se ha explorado la participacién de los receptores

a;-adrenérgicos.

29



3 Planteamiento del problema

Se ha reportado que el receptor a;p participan en la génesis y mantenimiento de
la hipertension, y que la angiotensina Il aumenta la resistencia vascular e induce la

expresion de receptores aip.

Por otro lado, conocemos que durante embarazo la presion sanguinea y la
resistencia vascular disminuyen, independientemente del estado hipertensivo de la

madre.

Por lo que resulta interesante explorar qué ocurre a nivel vascular con los
receptores aj-adrenérgicos en la superposicidon de un proceso fisiolégico a un

estado patolégico.

4 Hipotesis

El mecanismo que subyace a las respuestas vasculares en hembras gestantes
hipertensas involucra una disminucién en la respuesta adrenérgica mediada por

los receptores aip.
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5 Objetivos

5.1 General
Evaluar la reactividad del muasculo liso vascular inducida por estimulacién de

receptores aj-adrenérgicos en hembras gestantes que cursan con hipertension

cronica.

5.1.1 Particulares

» Determinar la respuesta contractil inducida por fenilefrina en anillos integros

de arteria aorta de rata SHR en diferentes periodos del embarazo.

« Evaluar la participacion del receptor ojp-adrenérgico en la respuesta

contractil.
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6 Estrategia

* CCR Fenilefrina en
Ensayo antagonisty selec
funmonal

Calcular * Emax’ pDz, PA,
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7 Material y Métodos

7.1 Material bioldgico

Se emplearon ratas hembras virgenes de las cepas SHR (donacion de la FES-
Iztacala, UNAM) y Wistar de 4 meses de edad como controles, los animales fueron
alojados en cajas de policarbonato y mantenidas en condiciones controladas de
temperatura y humedad dentro de un ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, asi como
alimento y agua ad libitum. Todos los procedimietnos se realizaron bajo la Norma
Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (NOM-062-
Z00-1999).

7.2 Apareamiento

Las hembras fueron acopladas con machos Wistar fértiles normotensos y
evaluadas diariamente para buscar la presencia de espermatozoides practicando
un frotis en fresco, cuando este fue positivo se considero como el dia uno de
gestacion, resultado que posteriormente fue confirmado por la observacion de las

crias in utero.

7.3 Preparacion del tejido vascular

Los animales fueron sacrificaron bajo atmoésfera de CO; a los 7, 14 y 20 dias de
gestacion. Inmediatamente después de una laparotomia toraco-abdominal en la

linea media se escindio la totalidad de la arteria aorta.

Las arterias se liberaron de tejido conectivo y grasa, se dividieron en sus
segmentos anatomicos toracico y abdominal y se tomaron anillos de 4-5 mm de

longitud, cada anillo se sujetd con ganchos de acero inoxidable y se fijé al fondo
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de una camara para organo aislado de un extremo y del otro a un transductor de

tensién isométrica Grass FT03 (Astromed, RI, USA), acoplado a un equipo de
adquisicién y digitalizacion de sefiales MP100 (BIOPAC INc. CA. USA). El tejido
permanecido sumergido en 10 mL de soluciébn de Krebs (concentraciones mM:
NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSOy, 1.2; KH,PO,4, 1.2; NaHCO3, 25; EDTA,
0.026; Dextrosa, 11.6) y se mantuvo a 37°C, pH de 7.4, con oxigenacion constante
(02:COg, 19:2).

Una vez montado el tejido se le aplicé una tension basal de 3 gramos y se
procedié a realizar una prueba de viabilidad y sensibilizacion, durante la cual se
expuso, 3 veces, a una concentracion subméxima de fenilefrina (100 nM) y una
vez que alcanzo la meseta de contraccion, se lavo con solucion de Krebs hasta
que el trazo retornd a la basal. La tercera meseta de contraccion fue precedida de
una concentracion de carbacol (1 uM) para determinar la integridad del tejido
endotelial, la cual se considerd viable si este presentaba al menos un 60% de
relajacion. Finalmente el tejido se lavo con solucién Krebs y se le dié un periodo

de estabilizacion de 60 minutos recambiando la soluciéon cada 20 minutos.

7.4 Curvas concentracion respuesta

Se construyeron curvas concentracion-respuesta acumulativas a fenilefrina (1 nM -
10 uM) con intervalos de medio logaritmo en presencia de propranolol (100 nM) y
rauwolscina (100 nM), antagonistas adrenérgicos B y a,, respectivamente, para
obtener las curvas control. Una vez finalizada, el tejido fue lavado y estabilizado

por 60 minutos, con lavados cada 20 minutos.
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7.5 Participacién del receptor a,p-adrenérgico

Una vez que el tejido fue lavado y estabilizado se adicion6 BMY 7378 (antagonista
selectivo ayp) en concentraciones de 3, 10 y 30 nM, se incubo por 30 minutos y se
corrié nuevamente una curva concentracion-respuesta acumulativa a fenilefrina en

presencia de propranolol y rauwolscina.

7.6 Farmacos

Se prepararon soluciones frescas para cada experimento: fenilefrina, carbacol,
rauwolscina, propranolol y BMY7378 (obtenidas de Sigma-Aldrich). Los farmacos
fueron disueltos en agua destilada (solucion madre) y las diluciones fueron

preparadas en solucion Krebs.

7.7 Analisis de datos

Los valores de pD, (-log CEsp) y la contraccion maxima fueron determinados por
analisis de regresion no lineal usando el modelo de ajuste sigmoidal de las curvas
concentracion-respuesta, de acuerdo a la siguiente ecuacion (Tallarida y Murray,
1981):

Emax [C]m
[C]™ + [CE50]

Donde:
E = Efecto farmacoldgico
[C]= Concentracion del agonista

CEso= Concentracion del agonista que produjo el 50% del efecto maximo
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Eax= Asintota del efecto maximo

m= Pendiente

El valor de pA; y las pendientes se obtuvieron por andlisis de Schild
(Arunlakshana & Schild, 1959), y en los casos que fue necesario el valor de pKg
fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion (Furchgott et al., 1981)

i=1log (DR; — 1) . Y1 log [B]
n n

pKp =

Donde:

DRi= Relacién de dosis (CEsp en presencia de antagonista/ CEsp en ausencia del
antagonista)

1= Constante

[Bi]= Concentracién ECsy del antagonista

n= numero de ensayos

Los datos son expresados como el promedio + EE (error estandar) de anillos de 4-
6 diferentes animales por grupo. Los graficos son expresados como el porcentaje

de contraccion para la comparacion entre curvas

Un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) se uso0 para el analisis estadistico,
seguido de la prueba de Student-Newman-Keuls para comparacion multiple. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con un valor de
p <0.05.
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8 Resultados

8.1 Curvas concentracion respuesta

Determinacion de la reactividad vascular a la fenilefrina en anillos integros de

aorta toracica y abdominal de ratas gestantes SHR y Wistar.

La fenilefrina indujo contraccién en ambos segmentos anatémicos de la arteria
aorta de ratas SHR y Wistar embarazadas, de manera dependiente de la

concentracion (Fig. 6).

La comparacion a los 7 dias de gestacion entre segmentos anatdmicos y entre
cepas, permitio observar que el segmento abdominal es mas reactivo que el
segmento toracico de la aorta, sin alcanzar diferencias significativas en ninguna
cepa; cuando comparamos el mismo segmento de diferente cepa encontramos
gue la parte toracica de la rata Wistar es mas reactivo que el de SHR con p<0.05y
gue el segmento abdominal de rata Wistar también es mas reactivo que el de SHR
(p<0.05, Tabla 1). Dado que el embarazo no es un proceso estético, cambios

sucesivos han sido observados.

Las evaluaciones a los 14 dias de gestacion ponen de manifiesto que el segmento
abdominal de Wistar continua siendo mas reactivo que el toracico; sin embargo,
esta diferencia no es estadisticamente significativa. En tanto que el segmento
abdominal de SHR es mas reactivo que el toracico de la misma cepa (p<0.05).
Mientras que no se encontraron diferencias estadisticas en la comparacién de
segmentos entre cepas, es decir, el segmento toracico de Wistar no es diferente
del segmento toracico de SHR, y el segmento abdominal de Wistar tampoco es

diferente del segmento abdominal de SHR (Tabla 2).
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Las mediciones a los 20 dias de gestacion, evidenciaron una tendencia del
segmento abdominal a ser mas reactivo que el segmento toracico en ambas
cepas, asi como la tendencia del segmento tordcico de la cepa Wistar a
desarrollar mayor contraccién, comparado con el de la cepa SHR. En tanto que la
comparacion entre los segmentos abdominales, la cepa Wistar por Unica vez
presentd una ligera baja en la contraccion a fenilefrina respecto a su homélogo en
la cepa SHR. Sin embargo, ninguno de estos cambios alcanza valores
significativos (Tabla 3). Aunado a estos resultados, los valores de pD, para la
fenilefrina, calculados para cada cepa, segmento anatdmico y durante los dias de
gestacion evaluados, se mostraron consistentes (~7.1), lo que permite sugerir que
el receptor a;-adrenérgico involucrado en la contraccion inducida por fenilefrina es

el mismo en ambas cepas, segmentos anatomicos y periodo de evaluacion.

8.2 Participacion del receptor a,p-adrenérgico

Para confirmar que el subtipo aip esta involucrado en la contraccién, se
desarrollaron experimentos con concentraciones crecientes de BMY7378,
adicionados 30 minutos antes y durante las curvas a fenilefrina. Observamos que
las curvas concentracion-respuesta se desplazaron a la derecha por el BMY7378,
de una manera dependiente de la concentracidn y el efecto maximo se alcanzé a
los 7 dias de gestacion en el segmento toracico de ambas cepas y en el segmento
abdominal de la SHR; mientras que el segmento abdominal de la rata Wistar
desplazé a la derecha la curva a fenilefrina aunque este efecto no parece ser
completamente claro (Figs. 7 y 8), probablemente debido a que en este segmento,
existe participacion importante de mediadores de origen endotelial que podrian

estar comprometiendo la respuesta.

La evaluacion a los 14 dias de gestacion evidencié un claro desplazamiento de la

curva a fenilefrina, por efecto de BMY7378, de manera dependiente de la
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concentracion, en los segmentos toracico y abdominal de rata Wistar y en el

abdominal de rata SHR, en tanto que el segmento toracico de rata SHR desplaz6
la curva a fenilefrina a la derecha, pero se obtuvo una caida no significativa de la
respuesta contrictil que limita alcanzar el efecto méximo (Figs. 9 y 10),

probablemente por desensibilizacion de los receptores.

En cuanto a los 20 dias de gestacion, el desplazamiento a la derecha de la curva
a fenilefrina es muy claro en ambos segmentos de la cepa Wistar, en tanto en la
cepa SHR es mas evidente en el segmento toracico; mientras que en el abdominal
el efecto maximo no se alcanzd, lo que reitera la posible desensibilizacién de los
receptores adrenérgicos inducida por exposiciones sucesivas al agonista (Figs. 11
y 12).
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Fig. 6. Curva concentracion-respuesta a fenilefrina (1 nM -10 uM) en anillos integros de aorta,
segmentos toracico y abdominal de ratas SHR y Wistar con 7, 14 y 20 dia de gestacién. Cada
punto representa el promedio + EE de 4-6 experimentos, *p<0.05.
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Fig. 7. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina y regresion de Schild (pA,), en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de BMY7378 en arteria aorta segmento toracico de
ratas Wistar y SHR con 7 dias de gestacion. Cada punto representa el promedio + E.E. de 4

diferentes experimentos.
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Fig. 8. Curvas concentracién-respuesta a la fenilefrina y regresién de Schild (pA,), en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de BMY7378 en arteria aorta, segmento abdominal de
ratas Wistar y SHR con 7 dias de gestacion. Cada punto representa el promedio + E.E. de 4

diferentes experimentos.
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Segmento toréacico Segmento abdominal

Wistar SHR Wistar SHR
Emax (g) 251+026 167+030* 324+037 2.25+0.07°
pD, 7.00 £0.20 7.16 £+0.11 7.20 £ 0.06 7.20+0.11
pA, 9.16 £ 0.24 9.80 £0.40 - 9.49 +£0.40
pKg - - 7.15 +0.02 -

Tabla 1. Los valores representan los promedios + EE del efecto maximo a la fenilefrina (Emax),
afinidad del receptor por el agonista (pD,) y afinidad del receptor por el antagonista BMY7378 (pA,
0 pKg), en segmentos toracico y abdominal adrticos de ratas Wistar y SHR que cursan con 7 dias
de gestacion. *p<0.05 Wistar vs SHR en el segmento toracico. *p<0.05 Wistar vs SHR segmento

abdominal.
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Fig. 9. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina y regresion de Schild (pA,), en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de BMY7378 en arteria aorta, segmento toracico de
ratas Wistar y SHR con 14 dias de gestacion. Cada punto representa el promedio *+ E.E. de 4-6

diferentes experimentos.
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Fig. 10. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina y regresién de Schild (pA;), en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de BMY7378 en arteria aorta, segmento abdominal de
ratas Wistar y SHR con 14 dias de gestacion. Cada punto representa el promedio *+ E.E. de 3-4
diferentes experimentos.
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Segmento toracico

Wistar SHR Wistar SHR
Emax (g) 2.22 £0.26 1.59 +£0.16 3.25+0.18 2.74 +0.62*
pD, 6.87 £ 0.11 7.20+0.10 7.02 +£0.12 7.31+0.12
pA, 9.69 + 0.54 - 9.45 +0.38 9.21 +0.22
pKg - 7.15 + 0.02 - -

Tabla 2. Los valores representan el promedio + EE del efecto maximo a la fenilefrina (Emax),
afinidad del receptor por el agonista (pD,) y afinidad del receptor por el antagonista BMY7378 (pA,
0 pKg), en segmentos toracico y abdominal adrticos de ratas Wistar y SHR que cursan con 14 dias

de gestacioén. *p<0.05 segmento toracico vs segmento abdominal de SHR.
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Fig. 11. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina y regresién de Schild (pA,), en ausencia y
en presencia de concentraciones crecientes de BMY7378 en arteria aorta, segmento toracico de

ratas Wistar y SHR con 20 dias de gestacion. Cada punto representa el promedio + E.E. de 5
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Fig. 12. Curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina y regresion de Schild (pA,), en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes de BMY7378 en arteria aorta, segmento abdominal de
ratas Wistar y SHR con 20 dias de gestacion. Cada punto representa el promedio *+ E.E. de 4-5

diferentes experimentos.
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Wistar SHR Wistar SHR
Emax (g) 265+029 190+025 2.71+0.19 2.77x0.28

pD, 715+0.15 7.13+0.10 6.93+0.10 7.13+0.10
DA, 980+ 0.6 9.26+024 8.86+0.52 i
PKsg . i - 7.09 + 0.02

Tabla 3. Los valores representan el promedio + EE del efecto maximo a la fenilefrina (Emax),
afinidad del receptor por el agonista (pD,) y afinidad del receptor por el antagonista BMY7378 (pA,
0 pKg), en segmentos toracico y abdominal adrticos de ratas Wistar y SHR con 20 dias de

gestacion.
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9 Discusion

El embarazo esta asociado con reduccion de la resistencia vascular y de la
presion arterial en hembras normotensas e hipertensas, sin embargo, los
mecanismos que subyacen a este fendbmeno no han sido completamente

aclarados.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el efecto que el embarazo
ejerce sobre el musculo liso vascular es mas acentuado en la cepa SHR, cuando
comparamos el efecto de contraccion maximo (Emax) inducido por la fenilefrina en
anillos de musculo liso vascular integro de ambos segmentos anatomicos de la
arteria aorta de ratas SHR y Wistar durante los 7, 14 y 20 dias de gestacion.
Encontramos que la aorta de la cepa SHR es menos reactiva que la
correspondiente de Wistar, en todos los tiempos, lo que se podria correlacionarse
con reportes previos donde evaluaron la presion sanguinea sistélica durante la
gestacion en ratas hipertensas y normotensas y mostraron que en ambas cepas la
presion sanguinea disminuye alrededor del dia 17 de gestacion; sin embargo, la
magnitud del descenso es mayor en la cepa SHR (Paracoli et al., 2001). En este
mismo sentido, el ratdn “knockout” para la SONe (hipertenso), evaluado durante el
embarazo, revel6 disminucion en la presion arterial durante la gestacion,

alcanzando valores similares a los de ratones silvestres (Kalundavelu et al., 2006).

A nivel molecular, la disminucion en Emax podria estar asociada con cambios en
la densidad de receptores aj-adrenérgicos o modificaciones en la eficacia de
acoplamiento farmaco-receptor, en este sentido, Kenakin menciona que los
farmacos con alta eficacia (agonista completo), como la fenilefrina, producen una
respuesta maxima con una ocupacion relativamente baja del receptor. No
obstante, su respuesta puede verse afectada por cambios en la densidad del
receptor y/o por alteraciones en la eficiencia de acoplamiento fenilefrina- receptor,

por lo que podriamos sugerir que una disminucién en la expresion de receptores
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ayp-adrenérgicos que media la respuesta contractil de la arteria aorta de ratas
SHR (Villalobos-Molina et al., 1996; Ibarra et al., 1998; Gisbert et al., 2002) o

sobreexpresion de los subtipos aiay a1 podrian estar disminuyendo la funcion de

d1p.

El analisis del efecto por region anatomica evidencia que el segmento abdominal
es hiper-reactivo al compararlo con el toracico, en ambas cepas, probablemente
este efecto se deba a cambios en las propiedades transduccionales del tejido lo
gue sugiere una respuesta regionalizada segmento-dependiente, que podria ser
explicado por una mayor participacion de mediadores vasoconstrictores
provenientes del endotelio en el segmento abdominal, en este sentido algunos
autores han mostrado que la contraccién inducida por angiotensina Il, en la aorta
abdominal pero no en la aorta toracica de rata Wistar embarazada se potencid por
un mediador de origen prostanoide y cuyo efecto fue abatido por la indometacina,
ademas un aumento en la sintesis proteica de COX-1, COX-2 y SONe fueron
demostrados (Ortiz, 2005; Bobadilla et al., 2004-2005).

Reportamos ademas que, la sensibilidad a la fenilefrina esta disminuida durante la
gestacion, evidenciada por valores de afinidad a los 7 dias de gestaciéon
(toracica: pD,=7.16 + 0.11; abdominal: pD,= 7.20 + 0.11); 14 dias de gestacion
(toracica: pD,=7.20 + 0.10; abdominal: pD,=7.31 * 0.12) y a los 20 dias de
gestacion (toracica: pD,=7.13 + 0.10; abdominal pD,=7.13 + 0.10) para la rata
SHR, en tanto que en la rata Wistar los 7 dias de gestacion (toracica: pD,=7.00 +
0.20; abdominal: pD,=7.20 + 0.06); 14 dias de gestacion (toracica: pD,=6.87 +
0.11; abdominal: pD,=7.02 + 0.12) y a los 20 dias de gestacion (toracica:
pD,=7.15 = 0.15; abdominal pD,=6.93 + 0.10), interesantemente, estos datos
fueron consistente es decir, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas durante la gestacion entre cepas, segmentos anatomicos y ni durante
todos los periodos evaluados. Sin embargo, comparado estos valores con los
reportados por otros autores encontramos que en anillos de aorta sin endotelio,

la afinidad para fenilefrina en la rata SHR (pD,= 8.4+0.20) (Godinez-Hernandez et
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al., 2006) y para la rata Wistar (toracica: pD,=7.74; abdominal: pD,=7.35), lo que

esta en correlacion con investigaciones previas donde reportan que el embarazo
esta asociado con disminucion en la respuesta vascular a noradrenalina (Weiner
et al., 1991; Chu, et al, 1993; Kahalil et al., 1998); ademas, prevalece disminuida la
sensibilidad presora a la administracion exdgena de agentes vasoconstrictores,
como noradrenalina, adrenalina y angiotensina Il (Everett et al., 1978; McLaughlin
et al., 1989; Raab et al., 1956; Teeuw et al., 1973), lo que podria explicarse en
parte por una disminucion en la densidad y/o la funcién de receptores que estan
mediando la respuesta contractil, asi como, la participacion de mediadores
endoteliales que pueden influir en la respuesta y su impacto sobre el tono
vascular que esta dado por el equilibrio que guardan las sustancias

vasodilatadores y vasoconstrictoras en el lecho vascular.

Dado que las evidencias anteriores sugerian que una posible disminucion del
receptor ajp-adrenérgico o una sobreexpresion de los subtipos aia y Qg
evaluamos la participacion del receptor a;p como el mediador de la contraccién
inducida por la fenilefrina en la aorta de rata SHR, dado que esta plenamente
establecido el papel funcional que este subtipo a;p posee sobre el tejido vascular
aortico (Villalobos-Molina et al., 1996; Ibarra et al., 1998; Tanoue et al., 2002), asi
como la identificacion de una poblacién constitutivamente activa, a la cual se le ha
atribuido desempefiar un papel modulador en la respuesta contractil del tejido
vascular a un estimulo adrenérgico, efecto que puede ser sostenido de manera
independiente de ligando y de este modo prevenir cambios abruptos en el calibre
de los vasos y consecuentemente cambios subitos en el flujo sanguineo y por lo
tanto desempefiar un papel vital en el control de la presion arterial (Gisbert et al.,
2002).

Se sabe que el BMY 7378 es un antagonista selectivo de los receptores aip-
adrenérgicos, que exhibe una afinidad del orden de 126 veces mas selectivo para
aip que para a;a Yy 100 veces mas selectivo para aip que para ag, (Goetz et al.,

1995). Por tal razén, ha resultado ser una herramienta Gtil para diferenciar entre
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los subtipo de receptores aj-adrenérgicos. En este contexto, los resultados que

mostramos aqui demuestran que el receptor a;p media la contraccion inducida
por la fenilefrina en la aorta de ratas embarazadas de ambas cepas, hallazgo que
se hizo aparente por encontrar valores de pA; altos para BMY 7378 que oscilaron
entre 8.86+0.52-9.80+0.6 en la mayoria de los casos lo que demuestra una vez
mas el caracter funcional que desempenfa este receptor. Sin embargo, valores de
afinidad intermedios para BMY 7378 también fueron observados dentro de los dias
7, 14 y 20 de gestacion: la aorta abdominal de la rata Wistar (pKg=7.15+0.02), la
aorta toracica de rata SHR (pKg=7.15+0.02) y la aorta abdominal de la SHR
(pKg=7.09£0.02), sugiriendo que: una poblacién heterogénea de receptores esta
mediando la respuesta contractil en estos lechos vasculares y estadios especificos
de la gestacion, lo que implicaria que el embarazo induce efecto sobre la sintesis
proteica de receptores aj-adrenergicos promoviendo regulacién a la baja de los
receptores a;p y a la alta de los subtipo aia y/o aig. No obstante, evidencias
controversiales han sido reportadas, asi encontramos quienes concuerda que la
disminucién en la respuesta vasoconstrictora asociada al embarazo no esta ligada
a regulacion a la baja de receptores a vasoconstrictores (Parent et al., 1991; Wang
et al., 2002) y quienes asumen que la gestacién reduce la expresion de los
receptores a;-adrenérgicos, especificamente del receptor aip (LOpez et al., 2007).
Discrepancias que podrian ser debidas a la utilizacion de diferentes animales de
experimentacion y lechos vasculares. Lo que en este ensayo se hace evidente es
la modulacion de la funcién de los receptores a;- adrenérgicos, un evento clave
en la adaptacion de las células a los cambios en el medio interno de un organismo
y al mantenimiento de la homeostasis. Entre los diferentes procesos celulares que
parecen estar involucrados se incluyen fosforilacion, internalizacién, reciclaje a la
membrana plasmatica, degradacién y regulacion de la expresidn genética,
sucesos que ocurren en distinta temporalidad (Garcia-Sainz et al., 2004). En estas
circunstancias se presenta atenuacion de la funcion del receptor a;p durante
todos los tiempos de gestacion evaluados en ratas SHR y Wistar lo que sugiere
incremento en la actividad de la proteina cinasa C (PKC) lo que subsecuente

llevaria a la fosforilacibn de receptores como un primer paso en la cascada de
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eventos que regulan su funcion. Sin embargo, paradéjicamente también esta

asociada con un incremento en la contraccion del musculo liso vascular. En este
contexto, se sabe que 6 isoformas de PKC (a,B, Bu, 3, €, ¥ £) han sido identificada
en la arteria uterina de ovejas embarazadas, presentando regulacion a la alta para
PKC-B y PKC-¢ y regulacion a la baja para PKC- a PKC-¢, estas ultima han sido
implicadas en la contraccion del musculo liso vascular favoreciendo un incremento
en la sensibilidad al Ca®* (Zhang et al., 2006). Sin embargo, el desacoplamiento
del receptor a su mecanismo de sefalizacion transduccional, asi como, la
posibilidad de dimerizacién proteica entre receptores deben ser considerados,
como probables mecanismos involucrados en la disminucién de la funcion del

receptor a;p durante el embarazo.

Considerando las evidencias reportadas aqui, parecen indicar que un proceso de
desensibilizacion de receptores ajp.adrenérgicos esta activamente operando.
Ademas, valores intermedios en la afinidad por BMY 7378 fueron observados,
efecto que podria ser atribuido a la participacion de mediadores endoteliales, asi
como, un incremento en la expresion en los receptores aia y/o aig. Sin embargo,
en este estudio estamos limitados para asignar un peso especifico a cada uno de
estos elementos por lo cual mas estudios deberan realizarse. No obstante, estas
variaciones permitieron observar que el embarazo es un proceso dinamico con
constantes cambios y finos ajusten, que a la postre conducen a la conclusion

exitosa del desarrollo fetal.

Finalmente, basados en nuestra observacion y algunos puntos de la literatura,
sugerimos que la desensibilizacion de los receptores ajp-adrenégicos facilita la
vasodilatacion reduciendo la resistencia vascular y favoreciendo el descenso de la

presion sanguinea durante el embarazo.
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10 Conclusiones

El embarazo induce disminucion en la sensibilidad a la fenilefrina en el misculo

liso vascular aortico.

Existe una regulacién diferencial en el tono vascular dependiente del segmento de

la aorta, es decir, hay respuestas regionalizadas.

El receptor adrenérgico ap- es el principal responsable de mediar la respuesta
contractil del musculo liso vascular de la arteria aorta de ratas SHR y Wistar

durante el embarazo.

La rata SHR posee la capacidad de adaptarse a las condiciones vasculares
propias del embarazo, a través de la disminucidn en la resistencia vascular, que
puede deberse a la desensibilizacion de los receptores ojp-adrenérgicos, al
desacoplamiento de éstos de sus vias transduccionales o a una disminucién en el
namero de receptores. Sin embargo, las posibilidades anteriores deben probarse

experimentalmente.
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11 Perspectivas

Cuantificar la cantidad de proteina y de RNA mensajero del receptor op-

adrenérgico en la arteria aorta de ratas SHR y Wistar gestantes.

Evaluar la participacion de los mediadores endoteliales involucrados en los

cambios adaptativos durante el embarazo en ratas SHR y Wistar.
Explorar la posible formacién de homo/heterodimeros entre los receptores os-

adrenérgicos y su influencia sobre la modulacién de la respuesta contractil del

musculo liso vascular durante el embarazo.
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