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RESUMEN

La principal causa de mortalidad a nivel mundial son las enfermedades
cardiovasculares. Una de éstas es la hipertension arterial, la cual es un trastorno
donde los vasos sanguineos tienen una presion persistentemente alta. Uno de los
sistemas mas importantes para mantener los niveles adecuados de presion
arterial, es el sistema de receptores adrenérgicos a y B. Los receptores ai,
provocan vasoconstriccion por el aumento de la concentracion de calcio
intracelular. A pesar de la existencia de una gran variedad de farmacos
antihipertensivos, en casi la mitad de los casos no logran mantener la presién
arterial en niveles oOptimos. Por tanto, la busqueda de nuevos farmacos o
coadyuvantes que ayuden en el tratamiento de la hipertension es de gran
importancia. Se ha reportado que la biotina a concentraciones farmacologicas
tiene un efecto hipotensor en ratas espontaneamente hipertensas, pero se
desconocen los mecanismos por los cuales lo realiza. Por lo que es de gran
importancia dilucidar los mecanismos de accién para la utilizacion como
coadyuvante en el tratamiento de la hipertension. En el presente trabajo,
investigamos la participacion de los receptores aip y la movilizacion de calcio
intracelular y extracelular en el efecto vasorrelajante de la biotina en ratas Wistar.
Se observo que la incubacion de biotina reduce la respuesta contractil a fenilefrina,
a serotonina y a CaCl, en aorta de rata con y sin endotelio. Se observé un
aumento de la respuesta contractil a fenilefrina en aorta de ratas tratadas con L-
NAME durante 15 dias y esto no se presenta cuando se administra L-NAME vy
biotina simultaneamente. Estos resultados sugieren que la biotina produce
vasorrelajacion mediante la participacion de los receptores adrenérgicos ap y la
movilizacion de calcio intracelular y extracelular. Ademas, la administracion de
biotina previene el dafio producido por la administracién de L-NAME.

Palabras clave: Adrenérgico, biotina, hipertension, calcio, vasorrelajante.



ABSTRACT

The main cause of mortality worldwide is cardiovascular disease. One of
these is hypertension, which is a disorder where the blood vessels have
persistently high blood pressure. One of the most important systems to maintain
adequate blood pressure levels is the a and B adrenergic receptor system. The a;
receptors cause vasoconstriction by increasing the concentration of intracellular
calcium. Despite the existence of a wide variety of antihypertensive drugs, in
almost half of the cases they fail to maintain blood pressure at optimal levels.
Therefore, the search for new drugs or adjuvants that help in the treatment of
hypertension is of great importance. Biotin pharmacological concentrations has
been reported to have a hypotensive effect in spontaneously hypertensive rats, but
the mechanisms by which it is performed are unknown. It is therefore of great
importance to elucidate the mechanisms of action for the use as adjuvant in the
treatment of hypertension. In the present work, we investigated the participation of
aip receptors and the mobilization of intracellular and extracellular calcium in the
vasorelaxing effect of biotin in Wistar rats. We observed that incubation of biotin
reduces the contractile response to phenylephrine, to serotonine and to CacCl, in
the rat aorta with and without endothelium. We observed an increase in contractile
response in aorta of rats treated with L-NAME for 15 days and did not occur when
L-NAME and biotin were administered simultaneously. The results suggest that
biotin produces vasorelaxation through the participation of a;p adrenergic receptors
and the mobilization of intracellular and extracellular calcium. In addition,
administration of biotin prevents damage produced by the administration of L-
NAME.

Key words: Adrenergic, biotin, hypertension, calcium, vasorelaxant.



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un grupo de desordenes
del corazdén y de los vasos sanguineos y son la principal causa de muerte en todo
el mundo. Se calcula que en 2012 murieron 17.5 millones de personas en el
mundo, lo cual representa un 31% de todas las muertes registradas en el mundo.
Entre las ECV se incluyen (WHO, 2015):

¢ la cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el
musculo cardiaco
e las enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos
sanguineos que irrigan el cerebro
e las arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que
irrigan los miembros superiores e inferiores
e la cardiopatia reumatica: lesiones del masculo cardiaco y de las valvulas
cardiacas debidas a la fiebre reumatica, una enfermedad causada por
bacterias del genero estreptococos
e Las cardiopatias congénitas: malformaciones del corazén presentes desde
el nacimiento
e insuficiencia cardiaca: incapacidad del coraz6n de bombear la sangre
necesaria a los 6rganos
e hipertensién arterial: elevacion sostenida de la presion ejercida por la
sangre en las arterias.
Los datos epidemioldgicos sugieren que la hipertension arterial es el factor
de riesgo principal para padecer otras enfermedades cardiovasculares. De aqui la
importancia del cuidado de la presion arterial (Kasko et al., 2012).



1.2. Presion arterial

La presion arterial (PA) es la presidon que ejerce la sangre contra los
vasos, el valor de la PA depende de:

e La frecuencia cardiaca, el volumen y la fuerza de contraccion, que
dependen del retorno venoso. El cual a su vez depende de factores como la
actividad constrictora o dilatadora de las venas, la actividad del sistema
renal, etc. (Ira, 2011).

e La PA es controlada por la resistencia vascular periférica total (RVPT), que
depende de la actividad constrictora y dilatadora de las arteriolas (Dvorkin y
Cardinali, 2003).

La PA se mide en milimetros de mercurio (mm Hg) porque el manémetro
de mercurio se ha usado como patrén de referencia para medir la presién desde
su invencién en 1846 por Poiseuille. Sin embargo, en la actualidad se tiende a
emplear dispositivos electronicos pero el principio de las mediciones y las
unidades son los mismos (Hall, 2011; Favela et al., 2008).

La PA se genera con la contraccion de los ventriculos durante la sistole
ventricular. La presion arterial adquiere su valor maximo (presion sistolica) y sus
valores son aproximadamente de 120 mm Hg. La presién minima coincide con la
diastole ventricular (presion diastdlica) y sus valores son entre 60-80 mm Hg y
esta en relacion con la elasticidad de las arterias que transmiten la energia desde
sus paredes a la sangre durante la diastole, la presion minima indica un estado de
resistencia vascular periférica. La resistencia vascular, al igual que el gasto
cardiaco y la retencion de liquidos depende directamente del sistema nervioso
central, cuando éste es estimulado incrementa la presion sanguinea y contribuye
al desarrollo y mantenimiento de la hipertensién a través de la estimulacion del
corazén, de la vasculatura periférica y de los rifiones (Gamboa, 2006; Favela et
al., 2008).

1.2.1. Regulacion de la presion arterial

Para mantener los niveles de PA dentro de los valores normales se cuenta
con mecanismos internos, nerviosos y hormonales. La membrana del musculo liso
vascular contiene muchos tipos de proteinas receptoras que pueden iniciar o
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inhibir el proceso contractil. Este proceso contractil participa en la regulacion de la
presion arterial (Hall, 2011; Barret et al., 2013).

El control de la PA a corto plazo por el sistema nervioso simpatico, se
produce principalmente a través de los efectos del sistema nervioso sobre la
resistencia vascular periférica total, la capacitancia vascular y sobre la capacidad
de la bomba cardiaca (Hall, 2011; Tortora y Derrikson, 2006).

Sin embargo, el organismo también dispone de mecanismos potentes para
regular la PA semana tras semana y mes tras mes. Este control a largo plazo de la
PA esta intimamente relacionado con la homeostasis del volumen de liquido en el
organismo, que esta determinada por el balance entre la ingesta y la eliminacién
de liquidos (Hall, 2011; Barret et al., 2013).

1.2.1.1. Mecanismos nerviosos
La circulacion sanguinea esta regulada por mecanismos nerviosos y otros

propios del sistema circulatorio. El sistema nervioso autonomo (SNA) es el
encargado de regular a la circulacion. Este se divide en dos partes relativamente
antagonicas denominadas sistema nervioso simpatico (SNS) y sistema nervioso
parasimpatico (SNP) (Estafiol et al., 2009).

Una caracteristica especialmente importante del control nervioso de la PA
es su rapidez de respuesta, comenzando en segundos (s) y aumentando a
menudo la presion hasta dos veces con respecto a lo normal entre 5y 10 s. Por el
contrario, la inhibicién brusca de la estimulacién nerviosa cardiovascular disminuye
la PA hasta la mitad de lo normal entre 10 y 40 s, por lo que el control nervioso de
la PA es el méas rapido de todos nuestros mecanismos de control de la presion
(Hall, 2011).

1.2.1.1.1. Sistema nervioso simpatico

El SNS inerva a casi todos los vasos sanguineos, con predominio de las
arteriolas, que se consideran como los vasos de resistencia y por lo tanto
disminuye la velocidad del flujo sanguineo a través de los tejidos. La inervacién de

los vasos grandes hace posible que la estimulacion simpatica disminuya su



volumen, lo que empuja la sangre hacia el corazon y desempefia un papel muy
importante en la regulacion de la funcion de bomba cardiaca. La inervacion de
corazon por el SNS produce un amento en la fuerza de contraccion y en el ritmo
cardiaco, mientras que las inervaciones del SNP en el mismo érgano producen los

efectos contrarios (Estafiol et al., 2009).

1.2.1.1.2. Sistema nervioso parasimpético

El SNP inerva a los vasos sanguineos en las regiones craneal y sacra y
tiene mayor participacion en la regulacién cardiaca en comparacion con el SNS
generando una disminucion en la fuerza y el ritmo contractil en al corazén (Estafiol
et al., 2009).

Los niveles de PA varian todo el tiempo por lo que su monitoreo constante
es de gran importancia. Por lo que existen mecanismos reflejos de
retroalimentacion encargados de mantenerla con la menor variacion posible ya
que ejercen su accion directamente en el SNA y el sistema cardiovascular
(Guyenet, 2006; Floras, 2009).

1.2.1.1.3. Barorreceptores

Los barorreceptores son estructuras sensibles a la presibn mecéanica que
se encuentran en la pared de la mayor parte de los vasos arteriales. Pero dos
estructuras principales de este tipo se identifican: el seno carotideo y el seno
aortico. Este ultimo se desempefia con presiones 30 a 50 mm Hg mas altas que el
seno carotideo, lo que explica por qué el tiempo de reaccién del seno carotideo es
mas rapido que el del seno aodrtico. Los barorreceptores tienen una funcién
predominante en la regulacion de la PA a corto y largo plazo y se activan por el
aumento de presion sistolica, diastdlica y del pulso sobre las paredes arteriales,
causando la inhibicion de los eferentes cardiacos, renales y vasomotores
simpaticos, lo que conduce a la normalizacién de la PA (Guyenet, 2006; Estafiol et
al., 2009).



1.2.1.1.4. Quimiorreceptores

Los quimiorreceptores son células quimiosensibles a la disminucion de la
concentracion de oxigeno y al aumento de dioxido de carbono y de hidrogeniones
(s6lo actuan cuando la PA esta por debajo de 80 mm Hg) y se encuentran
ubicadas sobre las paredes vasculares de las cuales los mas importantes son el
cuerpo carotideo y el cuerpo adrtico. La activacion de los quimiorreceptores
periféricos por hipoxia e hipercapnia causa un aumento generalizado de la
actividad simpatica lo que aumenta la PA. En las terminaciones simpaticas
cardiacas existen otros tipos de quimiorreceptores que responden al acido lactico,

prostaglandinas y a la bradicinina (Guyenet, 2006; Estafiol et al., 2009).

1.2.1.2. Sistema de liquidos renal-corporal
Este sistema esta relacionado en el control a largo plazo de la PA esta

intimamente relacionado con la homeostasis del volumen de liquido en el
organismo, que esta determinada por el balance entre la ingestion y la eliminacion
de liquidos (Hall, 2011).

1.2.1.2.1. Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina es un importante sistema regulador de la
funcién cardiovascular y renal. El octapéptido angiotensina Il (Ang Il) es el
principal mediador de este sistema y desempefia una participacion importante en
la funciéon cardiovascular al influir en el tono vascular, la estructura, el equilibrio de
liquidos y electrolitos a través de efectos directos sobre las células del masculo
liso y el rindn (Schmieder et al., 2007; Feldstein y Romero, 2007; Contra et al.,
2008; Bosnyak et al., 2010).

La renina es una enzima proteolitica que se sintetiza en el aparato
yuxtaglomerular de la pared de la arteriola aferente renal, actia sobre el
angiotensindgeno producido por el higado para generar angiotensina |, la cual,
después es convertida proteoliticamente en angiotensina Il por acciéon de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA), principalmente a nivel pulmonar
(Figura 1). Aunque varios Organos tales como los vasos sanguineos, el rifién, el

corazén y el cerebro son capaces también de generar en forma local Ang Il a



través de vias no dependientes de la ECA como la via de la quimasa,
carboxipeptidasa, catepsina G, (cuyo sustrato es la angiotensina |) y a través de la
via de catepsina, tonina y activador del plasminégeno (teniendo como sustrato el
angiotensindgeno). La Ang Il estimula la sed y la secrecion de hormona
antidiurética y aldosterona (Schmieder et al., 2007; Feldstein y Romero, 2007;
Contra et al., 2008; Bosnyak et al., 2010).

Los efectos de la angiotensina Il son mediados por receptores, de los que
se han identificado los tipos 1 (AT1) y 2 (ATy). La Ang Il ejerce la mayoria de los
efectos fisiologicos a través de los receptores AT;. Los receptores AT, se
expresan principalmente durante el periodo fetal y se asocian con la diferenciacion
y regeneracion celular (Schmieder et al., 2007; Feldstein y Romero, 2007; Contra
et al., 2008; Bosnyak et al., 2010).

El receptor AT; para la angiotensina pertenece a la superfamilia de
receptores de membrana acoplados a proteinas G, produce la activacion de la
fosfolipasa C y la movilizacion de calcio (aumenta el calcio intracelular estimulando
la contraccion muscular). Los receptores AT, antagonizan muchos efectos de los
receptores ATi, como por ejemplo, la proliferacion celular. La estimulacion del
receptor AT, puede proteger ciertos érganos contra la isquemia como por ejemplo
el cerebro. En el musculo liso vascular o en las células endoteliales bloquea el
intercambio de sodio por hidrogeniones en la pared celular lo que posteriormente
resulta en el aumento de la actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
y de la concentracion de oxido nitrico, un potente vasodilatador (Schmieder et al.,
2007; Feldstein y Romero, 2007; Contra et al., 2008; Bosnyak et al., 2010).
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Figura 1. Mecanismo vasoconstrictor del sistema renina-angiotensina. La renina actla sobre
el angiotensindgeno para catalizar la formacion de angiotensina |, la cual se convierte en
angiotensina 1l la cual por la accién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La
angiotensina Il estimula la secrecion de aldosterona y vasopresina provocando un aumento de la
PA. (Imagen tomada de Hall, 2011).

1.2.1.3. Mecanismos humorales

Se refiere a un grupo de sustancias hormonales que de forma conjunta o
individual regulan el aumento y el descenso de la PA (Robles-Cabrera et al.,
2014).

1.2.1.3.1. Sustancias vasodilatadoras
Cininas

Las cininas son potentes péptidos vasorrelajantes generados en muchos
tejidos y contribuyen de forma importante a la homeostasis de la PA. Las cininas
actuan principalmente a través de dos receptores de membrana, el receptor BIR y
B2R de bradicinina. Las cininas reducen la resistencia vascular y estimulan la
excrecion de agua y electrolitos (sodio) como una funciéon del aumento del flujo
sanguineo renal. Una de estas cininas es la bradicinina, la cual es un péptido
vasoactivo implicado en la regulacion del flujo y presién sanguinea. La bradicinina
provoca una dilatacion arteriolar potente a través del 6xido nitrico, lo cual reduce la
presion sanguinea y aumenta la permeabilidad capilar (Hillmeister y Persson,
2012).



Histamina

La histamina se almacena en los granulos de células cebadas, mastocitos
y plaquetas y es rapidamente liberada ante cualquier estimulo lesivo que afecte el
tejido. Los efectos de la histamina que actian a través de los receptores H; y H,
incluyen la vasodilatacion y la permeabilidad vascular. Ademas, la porosidad
capilar puede aumentar y con ello la pérdida de liquidos (Murali et al., 2011;
Martinez et al., 2007).

Péptidos natriuréticos

El sistema péptido natriurético (NP) es un importante sistema endocrino,
autocrino y paracrino, que consiste en una familia de péptidos que ejercen efectos
cardiacos, renales (mediante la homeostasis del liquido y los electrolitos) y
vasculares, los cuales provocan una relajacion directa del musculo liso vascular,
principalmente en las arterias aorta, renal e iliaca, debido al incremento de los
niveles de cGMP, por lo cual tiene una funcién clave en el mantenimiento de la

salud cardiovascular en general (Volpe, 2014).

Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO) es un gas que participa en la sefalizacion de
diferentes procesos biolégicos, como la neurotransmision y el tono vascular.
Ademas, es un radical libre que presenta un electron desapareado en la ultima
capa y tiene una vida media de 4 a 8 segundos en medio acuoso oxigenado, por
su inactivacion por el anién superéxido formando peroxinitrito. EI NO se genera
por tres diferentes isoformas de la enzima NO sintasa (NOS). Las isoenzimas se
denominan: NOS neuronal (nNNOS), NOS inducible (iINOS) y NOS endotelial
(eNOS). Todas las isoformas de la NOS utilizan L-arginina como sustrato, oxigeno
molecular y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH) como co-
sustratos. Las NOS hidroxilan a la L-arginina dando como producto Nw-hidroxi-1-
arginina, después las NOS oxidan Nw-hidroxi-lI-arginina dando producto L-citrulina

y NO. El NO producido por la NOS endotelial dilata todos los tipos de vasos
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sanguineos por medio de la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble y
aumentando el cGMP en las células del masculo liso. (Figura 2) (Forstermann y
Sessa, 2012; Dias et al., 2011).

Fuerza de

& > Activacion dependiente
cizallamiento 3 /del receptor
O Y eN+OS R \( N
i e A 02 + L-arginina > NO + L-citrulina

>M|Jsculo vascular

Figura 2. Sintesis y funcién del 6xido nitrico. La enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS) en las
células endoteliales sintetiza el 6xido nitrico (NO) a partir de arginina y oxigeno. EI NO activa las
guanilato ciclasas solubles en las células de musculos lisos vasculares, para producir la conversion
de trifosfato de guanosina ciclico (cGTP) en monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), que
finalmente induce la relajacién de los vasos sanguineos (Imagen tomada de Hall, 2011).

Guanilato ciclasa
soluble

cGTP cGMP. Relajacién

Varios modelos experimentales existen para el estudio de la hipertension
arterial. Uno de los mas utilizados es el modelo deficiente de 6xido nitrico, en el
estudio de la disfuncion endotelial y se basa en la administracion crénica in vivo de
un inhibidor de la NOS tal como el N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). La
inhibicion crénica de las NOS disminuye los niveles de NO y con ello produce la
disfuncién endotelial que se caracteriza por el aumento de la respuesta
adrenérgica y del remodelamiento arterial, renal y miocéardico, lo que conduce a
una elevacion sostenida de la PA, provocando hipertension arterial (Torok, 2008;

Lopez-Mayorga, 2009).

1.2.1.3.2. Sustancias vasoconstrictoras
Endotelina-1

Las células endoteliales liberan sustancias vasoconstrictoras. Las
endotelinas (ETs) son factores vasoconstrictores locales muy potentes, cerca de
10 a 100 veces mas poderosos que la angiotensina Il, se han identificado tres

isoformas de la familia de las endotelinas: ET;, ET, y ET3. La ET; es la isoforma

11



principal, producida exclusivamente por las células endoteliales, que actia como
la contraparte natural del 6xido nitrico. La ET-1 contribuye al tono vascular y
regula la proliferacion celular a través de la activacion de los receptores ETa y ETg.
El receptor ETa es el subtipo predominante en las células del musculo liso y la
unioén a su ligando fomenta la vasoconstriccion como consecuencia del incremento
citosélico de las concentraciones de Ca®" inducido por la activacién de la
fosfolipasa C. Ademas, la activacion del receptor ET provoca la disminucién tanto
de la expresion como de la actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS),
lo que acentla la vasoconstriccion (Marasciulo et al., 2006; Ariza et al., 2007;
Wagner-Grau, 2010).

Vasopresina

Es una hormona peptidica vasoconstrictora que es sintetizada por las
neuronas magnocelulares del hipotalamo y se almacenada en el I6bulo posterior
de la glandula pituitaria y se activa en respuesta a la deshidratacién y a por la
disminucién del volumen sanguineo. La funcién importante de la vasopresina es la
de aumentar la reabsorcion de agua de los tubulos renales hacia la sangre. Para
el control del volumen de liquido corporal y el control de la PA, por sus efectos
constrictores sobre el musculo liso vascular. Estos efectos los lleva a cabo
mediante la interaccidén con receptores especificos a la vasopresina acoplados a
proteina G, de los cuales hay al menos tres tipos principales: V1, V2 y VS (o V1b).
Los receptores V1 se localizan en las células del musculo liso vascular y median
los efectos de la vasopresina sobre la PA a través de una variedad de vias de
sefalizacion, como la entrada de calcio y la activacién de las fosfolipasas (Tortora
y Derrikson, 2006; Petersen, 2006; Vincent, 2006).

Adrenalina y noradrenalina
El término “catecolamina” designa a todos los compuestos que contienen
el grupo catecol y una cadena lateral con un grupo amino, las de importancia

fisiolégica son la dopamina, la adrenalina y la noradrenalina. Son hormonas
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secretadas por la médula suprarrenal conocidas como catecolaminas endogenas
(Gutiérrez-Garcia y Sdnchez-Ocampo, 2016).

Los efectos de catecolaminas son desencadenados por acciones en dos
clases de receptores, los adrenérgicos a y . La adrenalina activa ambos tipos de
receptores de igual manera, en cambio la noradrenalina actia en mayor grado en
los receptores a. La noradrenalina y la adrenalina intensifican la fuerza y la
frecuencia de la contraccion del corazon y dichas respuestas son mediadas por los
receptores B1 (Barret et al., 2013; Hall, 2011). El efecto sobre los receptores a,
causa vasoconstriccion con isquemia en diversos territorios: hipertension arterial
pulmonar, oliguria por vasoconstriccion renal, vasoconstriccion de las arterias

uterinas (Gutiérrez-Garcia y Sdnchez-Ocampo, 2016).

1.2.1.4. Receptores adrenérgicos

Son receptores de membrana, miembros de la superfamilia de receptores
de 7 dominios transmembranales, designados: adrenorreceptores a y 3 (Figura 3).
Las catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina) endogenas los activan.
Los receptores a y B adrenérgicos estimulan vias de transduccion de sefiales
diferentes, debido a que estan acoplados a proteinas G diferentes (Villalobos-
Molina y Garcia-Sainz, 2004; Shannon y Chaudhry, 2006).
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Figura 3. Estructura general de los receptores adrenérgicos. Receptores de membrana de 7

dominios transmembranales, los cuales son activados por las catecolaminas enddgenas.

Los adrenorreceptores B se dividen en tres subtipos (B1, B2 Yy B3) Y se
consideran isorreceptores en la transduccion hormonal, ya que generan la misma
sefal intracelular (Figura 4). Estimulan a la adenilato ciclasa, via una proteina Gs,
lo que incrementa el AMP ciclico (Villalobos-Molina y Garcia-Sainz, 2004;
Katzung, 2013). Al mismo tiempo activa una proteina cinasa (PKA), la cual en
células cardiacas fosforila canales de calcio tipo L, lo que resulta en un efecto
inotrépico y cronotrépico positivos, aumentando el gasto cardiaco (Nikolaev et al.,
2010).
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Figura 4. Mecanismo vasodilatador de los receptores B adrenérgicos. La unién de la
catecolamina al receptor adrenérgico B estimula a la adenilil ciclasa, via una proteina Gs,
incrementando el AMP ciclico lo que produce vasodilatacion. (Imagen modificada de Becker,
2007).

Los adrenoreceptores a se dividen en dos familias (a; y az). Los
receptores a,, que a su vez se dividen en azp, 02 Y Ozc, disminuyen los niveles de
AMP ciclico, al inhibir a la adenilato ciclasa via una proteina G;, lo que produce
vasoconstriccion aunque de manera débil (Molina et al., 2004; Katzung, 2013).

Los receptores a;, que a su vez se dividen en aja, 01 Y Oip, actian por
medio de la activacion de una proteina G especifica llamada Gg11, que estimula a
una fosfolipasa C, conocida como CB (Villalobos-Molina y Garcia-Sainz, 2004;
Lyssand et al., 2008), la cual escinde al fosfatidilinositol bisfosfato (PIP;) en dos
moléculas: inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 es liberado al citosol,
mientras que DAG permanece en la membrana. El DAG generado por la actividad
de la fosfolipasa C, activa a miembros de la familia de la enzimas proteina cinasa
C (PKC). Esta cinasa puede fosforilar grupos especificos de serina y treonina en
canales de calcio tipo L lo que permite la entrada de calcio del espacio extracelular

(Becker, 2007; Katzung, 2013). El inositol trifosfato es soluble en agua y se
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difunde rapidamente a través del citosol, uniéndose a un canal de calcio
dependiente del ligando, conocido como el receptor para IPs; del reticulo
endoplasmico. Cuando el IP3; se une, el canal se abre y libera iones de calcio al
citosol. Entonces el calcio se une a la proteina calmodulina y el complejo calcio-
calmodulina se une a la cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) activandola,
la cual fosforila a las cadenas ligera de miosina permitiendo la interaccion con la
actina produciéndose asi la vasoconstriccion (Figura 5) (Becker, 2007). Cada
subtipo de los receptores a; tiene una eficacia diferente de acoplamiento a la
hidrolisis de PIP,, el orden de eficacia de acoplamiento es: a;a > dig > dip
(Schwinn y Afshari, 2006; Jensen et al., 2011).

Q @ Noradrenalina
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Complejo
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Figura 5. Mecanismo vasoconstrictor de los receptores a, adrenérgicos en el musculo liso
vascular. La union de la catecolamina al receptor adrenérgico a activa a una proteina G que
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estimula a una fosfolipasa C, la cual escinde al PIP2 formando IP;y DAG. El DAG activa a la PKC,
la cual a su vez puede abrir canales de calcio tipo L. El IP; se une a canales de calcio del reticulo
endoplasmico liberando iones calcio los cuales se unen a la proteina calmodulina. Activandose asi
toda la maquinaria contractil. (Imagen modificada de Becker, 2007).

En las arterias de las ratas, se ha detectado la presencia de RNAm para
los tres adrenoreceptores a; (014, 1g Y 1p) (Piascik et al., 1994, Villalobos-Molina
y Garcia-Sainz, 2004). Ademas, los adrenoreceptores a; se han implicado en
procesos patoldgicos cardiovasculares como la hipertrofia cardiaca o las arritmias

inducidas por isquemia (Villalobos-Molina y Garcia-Séainz, 2004).

En las arterias que expresan el subtipo a;p como predominante para las
respuestas contractiles, se demostr6 que existe una poblacion de receptores
constitutivamente activos, lo que sugiere que los adrenoreceptores a;p ejercen

una funcion moduladora en las arterias (Villalobos-Molina y Garcia-Séainz, 2004).

Los receptores adrenérgicos se encuentran en diversos tipos musculares,
en los cuales generan diferentes efectos, muchos de los cuales en conjunto

regulan la PA. Mayormente los ubicados en el musculo liso y cardiaco.

1.3. Contraccion muscular

Los musculos son érganos cuya funcion es contraerse y relajarse y el
resultado es la ejecucion de los movimientos de los seres vivos. Los musculos
pueden excitarse por medios quimicos, eléctricos y mecanicos para producir un
potencial de accion que se transmite a lo largo de sus membranas celulares
(Tresguerres et al., 2005 y Barret et al., 2013). Dos tipos generales de musculos
existen, el musculo estriado y el masculo liso. A su vez el primero se clasifica en
esquelético y cardiaco. Algunos de los mismos principios basicos de la contraccién
se aplican a todos los tipos diferentes de musculo, como la proteina contractil
miosina y la proteina citoesquelética actina. Aunque la mayor parte de los

musculos esqueléticos se contraen y relajan rapidamente, la mayor parte de las
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contracciones del musculo liso son contracciones tonicas prolongadas, que a

veces duran horas o incluso dias (Tresguerres et al., 2005 y Hall, 2011).

1.3.1. Mdsculo estriado

El musculo estriado estd formado por fibras musculares individuales, la
mayor parte de los muasculos comienza y termina en tendones. Las fibras
musculares estan dispuestas en forma paralela entre los extremos tendinosos y
las fibras tendinosas a su vez se agrupan en haces para formar los tendones
musculares, que después se insertan en los huesos. Cada fibra muscular es una
sola célula multinucleada, larga, cilindrica, rodeada por membrana celular, lo que
se conoce como sarcolema (Barret et al., 2013; Hall, 2011). El sarcolema contiene
enzimas, lipidos y particulas de glucdégeno y aloja a los nucleos, las mitocondrias,
las miofibrillas, los sistemas tubulares y otros organulos especializados
(Tresguerres et al., 2005).

Las miofibrillas son las estructuras mas abundantes dentro de la fibra
muscular y son responsables de la contracciobn y la relajacion. Se orientan
paralelamente a lo largo de la fibra y estan compuestas por tres tipos de
filamentos proteicos: los delgados (principalmente formados por actina), los
gruesos (principalmente formados por miosina) y los conectores (de titina)
(Tresguerres et al., 2005). Las fibras musculares estan formadas por miofibrillas,
las cuales se dividen en filamentos individuales. Estos miofilamentos contienen
varias proteinas que en conjunto conforman la maquinaria contractil del masculo
estriado. EI mecanismo contractil del musculo estriado depende sobre todo de las
proteinas miosina Il, actina, tropomiosina y troponina. La troponina esta formada
por tres subunidades: la troponina I, la troponina T y la troponina C (Barret et al.,
2013).

El proceso por el cual se produce la contraccibn muscular es el
deslizamiento de los filamentos finos sobre los gruesos. El deslizamiento durante
la contraccion muscular ocurre cuando las cabezas de miosina se unen con
firmeza a la actina, se flexionan en la unién de la cabeza con el cuello y luego se
desprenden. En el musculo en reposo, la troponina | se une con la actina y la

tropomiosina y cubre los sitios donde las cabezas de miosina interactdan con la

18



actina. También cuando esta en reposo, la cabeza de miosina contiene ADP unido
con fuerza. Después de un potencial de accién, aumenta el Ca*" citosoélico y el
Ca?" libre se une con la troponina C. Esta unién induce el debilitamiento de la
interaccion de troponina | con la actina y expone el sitio de unidn de la actina para
la miosina a fin de permitir la formacién de puentes cruzados de miosina. Cuando
se forma el puente cruzado se libera ADP, lo que induce un cambio en la
conformacion de la cabeza de miosina que mueve el filamento delgado sobre el
filamento grueso. ElI ATP se une rapidamente con el sitio libre en la miosina, lo que
hace que la cabeza de miosina se desprenda del filamento delgado. EI ATP se
hidroliza y se libera fosfato inorganico (Pi), lo que produce un nuevo levantamiento
de la cabeza de miosina y esto completa el ciclo. Después de una fraccién de
segundo los iones calcio son bombeados de nuevo hacia el reticulo sarcoplasmico
por una bomba de Ca*" de la membrana y permanecen almacenados en el reticulo
hasta que llega un nuevo potencial de accidbn muscular; esta retirada de los iones
calcio desde las miofibrillas hace que cese la contraccion muscular (Barret et al.,
2013; Hall, 2011).

1.3.1.1. Musculo esquelético

Su nombre se debe porque la mayoria de los musculos se fijan a los
huesos y permitan su movimiento, forma la mayor parte del tejido muscular del
cuerpo. Esta integrado por haces paralelos de fibras largas y multinucleadas con
bandas transversales, es capaz de efectuar potentes contracciones y es inervado
por nervios motores somaticos y branquiales casi siempre esta bajo control
voluntario. (Drake et al., 2005). La contraccion consiste en el acortamiento
muscular que acerca entre si el origen y la inserciéon correspondientes a cada
musculo. Este acortamiento es consecuencia de la disminucion en la longitud

sarcomeérica (Tresguerres et al., 2005).

1.3.1.2. Musculo cardiaco
Las estriaciones del musculo cardiaco son similares a las del musculo
estriado, este tipo de musculo se haya solo en las paredes del corazén y en

algunos de los grande vasos en proximidad a la localizacion en la que éstos se
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unen al corazon (Tortora y Derrikson, 2006). Consiste en una red ramificada de
células individuales interrelacionadas eléctrica y mecanicamente para actuar como
una unidad funcional. Sus contracciones son menos potentes que las del masculo
esquelético y es muy resistente a la fatiga. El musculo cardiaco es inervado por
nervios motores viscerales y su accion es involuntaria, es regulado por el sistema

nervioso autonomo (Drake et al., 2005).

1.3.2. Mdsculo liso

El masculo liso se encuentra en las paredes de las estructuras huecas
internas (excepto el corazén), como los vasos sanguineos, las vias aéreas y gran
parte de las visceras de la cavidad abdominal pélvica. También puede hallarse en
la piel asociado a los foliculos pilosos (Tortora y Derrikson, 2006; Tresguerres et
al., 2005). Estd compuesto por células uninucleadas, delgadas y fusiformes;
carece de estrias y su accién suele ser involuntaria ya que al igual que el musculo
cardiaco, es regulado por neuronas que forman parte de la division autonoma del
sistema nervioso central y por hormonas liberadas por las glandulas endocrinas.
Las capas que forman este tipo de musculo permiten la modificacion continua del
volumen del 6rgano y de esta manera, por ejemplo, ajustan el flujo sanguineo en
los vasos o la conductancia de las vias areas, o efectiuan el vaciado de la vejiga y
la propulsién de comida (Tresguerres et al., 2005; Drake et al., 2005).

El musculo liso tiene actina y miosina Il y se deslizan una sobre otra para
producir la contraccién. Sin embargo, no estan dispuestas en patrones regulares,
como en el masculo estriado o el cardiaco, por lo que no existen estriaciones. Esta
carencia de estriaciones es una caracteristica que los distingue del musculo
esquelético y cardiaco. EI masculo liso también contiene tropomiosina, pero no
cuenta con troponina. Las isoformas de actina y miosina difieren de las del
muasculo estriado. Las células tienen reticulo sarcoplasmico, pero es menos
extenso que el del musculo estriado o el cardiaco. En general, el musculo liso
contiene pocas mitocondrias y depende en gran medida de la glucélisis para cubrir
sus necesidades metabdlicas (Barret et al., 2013).

Como en el musculo estriado, el Ca®* tiene una funcién prominente en el

inicio de la contraccién del masculo liso. La contraccion se genera cuando ocurre
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un aumento de la concentracién de Ca?* citosélico, debido a la liberacién desde
almacenes intracelulares o a la entrada de Ca®" del espacio extracelular a través
de canales ionicos especificos operados por receptor. A diferencia del musculo
estriado, el musculo liso carece de troponina, por lo que la regulacion de la
contraccion esta asociada a la miosina y no a la actina, la miosina del masculo liso
debe fosforilarse para la activacion de la ATPasa de miosina, lo cual ocurre
cuando el Ca** se une con calmodulina y el complejo resultante activa la cinasa de
la cadena ligera de miosina dependiente de calmodulina. Esta enzima cataliza la
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina en la serina de la posicion 19; la
fosforilacion aumenta la actividad de la ATPasa. Cuando la concentracion de iones
Ca?" disminuye, la miosina se desfosforila por accién de la fosfatasa de la cadena
ligera de miosina en la célula, la desfosforilacion de la cinasa de la cadena ligera
de la miosina conduce a la relajaciébn del musculo liso (Barret et al., 2013;
Tresguerres et al., 2005; Hall, 2011).

La membrana de la célula muscular lisa tiene muchos més canales de
calcio activados por el voltaje que el musculo esquelético, por lo que el flujo de
iones calcio hacia el interior de la fibra es el principal responsable del potencial de

accion en el muasculo liso (Hall, 2011).

1.3.2.1. Tipos de musculo liso

Unitario

Se refiere a una masa de cientos a miles de fibras musculares lisas que se
contraen juntas como una Unica unidad. Las fibras habitualmente estan dispuestas
en laminas o fasciculos, y sus membranas celulares estan adheridas entre si en
multiples puntos, de modo que la fuerza que se genera en una fibra muscular se
puede transmitir a la siguiente. Ademas, las membranas celulares estan unidas
por muchas uniones en hendidura a través de las cuales los iones pueden fluir
libremente desde una célula muscular a otra, de modo que los potenciales de
accion o el flujo iénico simple sin potenciales de accién puede viajar desde una

fibra a otra y hacer que las fibras musculares se contraigan simultaneamente. Este
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tipo de muasculo se encuentra en el aparato digestivo, las vias biliares, los

uréteres, el Utero y muchos vasos sanguineos.
Multiunitario

Este tipo de musculo liso estd formado por fibras musculares lisas
separadas. Cada una de las fibras actia independientemente de las deméas y con
frecuencia esta inervada por una unica terminacion nerviosa, como ocurre en las
fiboras musculares esqueléticas. Cada una de las fibras se puede contraer
independientemente de las demas, y su control se ejerce principalmente por
sefales nerviosas. Algunos ejemplos de este tipo de musculo liso son el masculo
ciliar del ojo, el musculo del iris del ojo y los musculos piloerectores que producen

la ereccién del pelo cuando los estimula el sistema nervioso simpético.

1.4. Hipertension arterial

La hipertension arterial es una enfermedad caracterizada por un aumento
sostenido de la presion arterial a cifras = 140/90 mm Hg (NOM, 2009), esta
alteracion en la presion es el factor de riesgo mas importante para las
enfermedades cardiovasculares (WHO, 2015).

La hipertension arterial sostenida dafia los vasos sanguineos de los
riilones, corazon y cerebro y eleva la incidencia de insuficiencia renal, enfermedad
coronaria, insuficiencia cardiaca, apoplejia y demencia. El diagnéstico de
hipertension se basa en mediciones repetidas y reproducibles de una PA alta
(Hall, 2011).

En México el 25.5% de las personas mayores de 20 afios padecen
hipertension arterial y solo 58.7% tienen la PA controlada de forma adecuada
(ENSANUT, 2016).
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1.4.1. Clasificacion
1.4.1.1. Clasificacion segun los niveles de presién sanguinea en mm Hg
Diferentes clasificaciones existen para estratificar el estadio de la
hipertension arterial y su riesgo para desarrollar complicaciones cardiovasculares,
pero son muy arbitrarias, una de las mas utilizadas es la definicion y la
clasificacion establecidas por el VIII Joint National Committee of Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure (JNC 8; Tabla 1).
Para la clasificacion se toma en cuenta la cifra mas alta, también se incluyen los

casos con hipertensién arterial sistélica aislada (James et al., 2014).

Presion arterial (PA) PA sistélica (mm Hg) | PA diastdlica (mm Hg)

Normal <120 y <80

Prehipertension 120-139 6 80-89
Hipertension Etapa 1 140-159 0 90-99
Hipertension Etapa 2 2160 62100

Tablal. Clasificacion de la PA segun el INC 8.

1.4.1.2. Clasificacién de la hipertension segun su etiologia

La hipertension se puede clasificar segun su etiologia, en hipertension
primaria e hipertensién secundaria.

Hipertension primaria: Se presenta en la mayor parte de los casos (90-
95%), no hay una causa identificable. Entre los mecanismos participan la herencia
genética, alteraciones en el sistema nervioso simpatico, el volumen sanguineo, el
gasto cardiaco, las resistencias arteriolares periféricas, el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, la sensibilidad al sodio y la resistencia a la insulina
(Kasko et al., 2012; NOM, 2009).
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Hipertension secundaria: Es resultado de condiciones preexistentes, como
insuficiencia cardiaca congestiva, arteriosclerosis, quemaduras, inducida por
medicamentos, inducida por toxicos, inducida por el embarazo, trastornos de
riion, trastornos del higado, trastornos de glandula tiroidea y de glandulas
suprarrenales. En alguno de estos casos, la elevacion de la PA es reversible
cuando la condicidn preexistente se trata con éxito o se revierte (Kasko et al.,
2012; NOM, 2009).

1.4.2. Factores que aumentan el riesgo de padecer hipertension arterial

Un factor de riesgo se define como aquella situacién o circunstancia que
se asocia, estadisticamente, con una mayor incidencia de hipertension.

Edad y género: A partir de los 50 afios los valores de presion sistélica y
diastolica aumentan debido a la rigidez de las arterias de conductancia por la
aterosclerosis y la accién de sustancias vasoconstrictoras de las cuales aumenta
su sintesis. Antes de los 45 afios la prevalencia de hipertension arterial es mas
alta en hombres que en mujeres, pero después de la menopausia la prevalencia
se invierte, lo que hace sospechar que los estrogenos tienen en la mujer un efecto
cardiovascular protector importante (Garcia et al., 2009; Tovar, 2008).

Tabaquismo: El tabaquismo es un factor de riesgo conocido para padecer
hipertension. ElI consumo de tabaco promueve el desarrollo de aterosclerosis y
causa alteraciones en la estructura de las células endoteliales y el monoxido de
carbono unido a la hemoglobina causa hipoxia, o que conduce a disfuncién
endotelial, disminuyendo el 6xido nitrico endotelial (Lekuona et al., 2009; Erhardt,
2009; Morales et al., 2013).

Sedentarismo/dieta hipercalérica: El sedentarismo incrementa la sintesis
de triglicéridos en el tejido adiposo y por tanto, la obesidad, al disminuir las
necesidades de energia del organismo (Ignarro et al., 2007). EI aumento de los
lipidos en la sangre produce las hiperlipidemias, que favorecen el proceso
aterosclerotico en las arterias coronarias lo cual ocasiona la disminucién de la luz

de las mismas (Freitas et al., 2009).
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Historia familiar: El riesgo de sufrir hipertension arterial es mayor si existen
antecedentes familiares de enfermedades del corazon (Robles, 2001). En la
actualidad se acepta que la hipertension arterial esencial es mayormente un
sindrome con compromiso multifactorial y generalmente poligénico y familiar, ya
que en ratones se demostrd la posibilidad de generar modelos transgénicos
hipertensivos. Entre las familias hipertensas, se estima que un 30 a 60% de ellas
tienen una base genética poligénica (Gamboa, 2006). La hipertension se cree que
puede ser determinada por alteraciones en sistemas bioldgicos, originados a partir
de la combinacion de genes como por ejemplo padecimientos renales y la
sobreproduccién de sustancias vasoconstrictoras, contribuyendo al aumento en
los niveles tensionales de la PA (Weschenfelder y Gue, 2012).

Alta ingesta de sodio: Existe una relacion directa entre el mayor consumo
de sodio y elevacion de la PA. A medida que se acumula la sodio en el organismo
aumenta indirectamente el volumen de liquido extracelular por dos razones: el
aumento de la osmolalidad y esto a su vez estimula el centro de la sed en el
cerebro haciendo que se beba cantidades extras de agua. Y el aumento de la
osmolalidad causado por el exceso de sal en el liquido extracelular también
estimula el mecanismo secretor del eje hipotalamo-hipofisis posterior para
segregar cantidades mayores de hormona antidiurética, la cual provoca la
reabsorcion renal de cantidades mayores de agua del liquido tubular renal (Ignarro
et al., 2007). Este aumento de la reabsorcion tubular renal de sodio pueden
oponerse a los riflones de manera que se requiere un nivel mas alto de presion de
perfusion renal - arterial para mantener un equilibrio neto de sodio. En resumen la
ingesta de sodio puede activar una serie de mecanismos neuronales, endocrinos o
paracrinos y vasculares, todos los cuales tienen el potencial de aumentar la PA
(Kotchen et al., 2013).

1.4.3. Tratamiento farmacol6gico contra la hipertensién arterial
Con la finalidad de normalizar los niveles de PA, se apoya de tratamiento
farmacoldgico, el cual incluye diuréticos, inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina, antagonistas del receptor AT, para la angiotensina, antagonistas de
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los receptores alfa-1 adrenérgicos y bloqueadores de los canales de calcio. En la
mayoria de los casos los diuréticos se utilizan como terapia inicial en la mayoria
de las personas con hipertension, ya sea como Unico medicamento o en
combinacion con otras clases de antihipertensivos, aunque esto puede variar
segun la raza y las condiciones del paciente. A pesar de la existencia de una gran
variedad de farmacos antihipertensivos, estos muchas veces no logran disminuir la
PA a niveles seguros. Ademas, de que se debe prestar atencion en los efectos
secundarios de éstos, la cual es una de las razones por la que los pacientes
suspenden el tratamiento, por lo que se sigue en la busqueda de nuevos farmacos
o coadyuvantes que ayuden en la disminucién de la PA (James et al, 2014).

Por otro lado se han utilizado una variedad de vitaminas para el
tratamiento de enfermedades del sindrome metabdlico, por ejemplo los retinoides
para el metabolismo de la glucosa y lipidos (Rhee y Plutzky, 2012). El &cido
nicotinico (vitamina B3) se ha investigado como una terapia para el tratamiento de
la ateroesclerosis y aumenta los niveles de colesterol HDL y disminuye los niveles
del LDL (Lee et al., 2009) y se ha observado que la vitamina D3 mejora
significativamente el metabolismo de la glucosa y que ademas disminuye los
niveles de triglicéridos (Wehr et al., 2011). También se ha reportado que la
vitamina biotina tiene la capacidad de disminuir la PA de manera significativa en
ratas espontdneamente hipertensas, pero se desconocen los mecanismos por los
cuales logra este efecto, por lo que resulta de interés su abordaje, para evaluar el
uso de la biotina como coadyuvante en el tratamiento de la hipertension arterial
(Watanabe et al., 2008).
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1.5. Biotina

La biotina o vitamina B7 o H, es una vitamina hidrosoluble esencial para
todos los seres vivos. Su estructura consta de un anillo de imidazolidona enlazado
a un anillo de tetrahidrotiofeno y unido con una cadena lateral de &cido valérico
(Figura 6) (Fernandez-Mejia y Lazo-de-la-Vega-Monroy, 2011; Vilches-Flores et
al., 2010).
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Figura 6. Estructura quimica de la biotina. Es un compuesto heterociclico, con un anillo ureido,
unido a un anillo de tetrahidrotiofeno y a su vez el acido valérico unido a éste. Y contiene tres
centros quirales (Imagen tomada de Vasquez y Yasmin, 2016).

Los animales no pueden sintetizar biotina, por lo que nuestro requisito de
biotina se cumple en parte a través de la reutilizacion endégena de la biotina, a
través de la captura de biotina generada en la flora intestinal y a través de la dieta.
La biotina se encuentra presente en la leche, en los productos lacteos, en los
huevos, en los cereales, en las legumbres, en la coliflor, los cacahuates, en los
tomates, etcétera; principalmente unida al grupo €-amino de la lisina formando el
dimero biocitina, péptidos biotinilados o en forma libre. (Vilches y Fernandez,
2005).

La ingesta requerida de biotina varia de acuerdo a las necesidades
especificas, como la edad, el género, etc. La cual va desde los 5 pg/d en lactantes
y nifios hasta los 30—-35 pg/d en personas adultas (Mock, 2006).

Para su absorcion se requiere romper el enlace semipeptidico por accién
de la biotinidasa pancreética. La biotina libre se absorbe por los enterocitos de la

porcion distal del duodeno y proximal del yeyuno y posteriormente pasa al torrente
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sanguineo y entra a las células mediante un transportador multiple de vitaminas

dependiente de sodio (SMVT) el cual reconoce principalmente la porcion del acido

valérico (Chatterjee et al., 1999; Vilches y Fernandez, 2005;).

1.5.1. Funcién de la biotina

La funcién clasica de la biotina tanto en animales como en plantas es la de

participar como grupo prostético de las carboxilasas. Las cuales participan en

diferentes rutas metabdlicas de gran importancia para los seres vivos, transfiriendo

un grupo carbonilo del bicarbonato a los intermediarios metabdlicos (Figura 7)

(Fernandez-Mejia y Lazo-de-la-Vega-Monroy, 2011; Aguilera-Méndez et al., 2013):

acetil-CoA carboxilasa (ACC 1y 2), la ACC1 participa en la sintesis
de acidos grasos mientras que la ACC2 participa en la oxidacion de
acidos grasos;

piruvato carboxilasa (PC), la cual participa en la ruta de la
gluconeogénesis;

propionil-CoA carboxilasa (PCC); la cual participa en el
metabolismo de aminoacidos, colesterol y 4cidos grasos de cadena
impar

Metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) la cual participa en el

metabolismo de leucina
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Figura 7. Reacciones catalizadas por las carboxilasas que dependen de la biotina como
cofactor. ACC, acetil carboxilasa; PC, Piruvato carboxilasa; PCC, Propionil-CoA carboxilasa; MCC,
Metilcrotonil-CoA carboxilasa (Tomada de Aguilera-Méndez et al., 2013)

1.5.2. Ciclo de la biotina

Se conoce como “ciclo de la biotina" a su reutilizacion mediante la
liberacion de la biotina de carboxilasa después de la degradacién proteolitica
(Figura 8). Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas, sin actividad
enzimatica, en el citoplasma. Al unirseles la biotina covalentemente al grupo ¢-
amino de la lisina por accion de la holocarboxilasa sintetasa, se forma la proteina
activa u holoenzima en una reaccion de dos etapas dependiente de trifosfato de
adenosina (ATP), generando monofosfato de biotinil-5"-adenosina como
intermedio. En la segunda etapa, el grupo biotinilo se transfiere a apoenzimas
carboxilasa formando un enlace semipeptidico con lisina, localizado dentro de la
secuencia Ala-Met-Lys-Met, altamente conservada en las apocarboxilasas

(Fernandez-Mejia y Lazo-de-la-Vega-Monroy, 2011).
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Posteriormente, la biotina puede ser reciclada e integrarse como grupo
prostético a nuevas carboxilasas sintetizadas, o bien puede catabolizarse
formando otros productos derivados y excretarse, a partir de holocarboxilasas
degradadas proteoliticamente por la biotinidasa en el intestino, que escinde la
biotina de la biotinil-lisina (biocitina) o pequefios péptidos que contienen biotina
(Vilches y Fernandez, 2005).

Unida a proteina Libre

=%, /

NN
Lisina o 5
péptidos de lisina X %

Holocarboxilasa
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>

Apocarboxilasas
(PCC, MCC, PC, ACC)
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Holocarboxilasas
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Proteinas Lipidos Carbohidratos
Catabolismo de Sintesis de Gluconeogenesis
aminoacidos acidos grasos

Figura 8. Ciclo de la biotina. La biotina se une a las apocarboxilasas mediante la holocarboxilasa
sintetasa permitiendo asi su activacion y posterior acciéon catalitica. La proteodlisis de las
holocarboxilasas se lleva a cabo por accién de la biotinidasa, la biotinil-lisina (biocitina). La biotina
puede ser reciclada o bien puede catabolizarse y excretarse (Tomada de Meléndez, 2000)

1.5.3. Funciones de la biotina a concentraciones farmacoldgicas

En 1960 se sugirido que la biotina podia intervenir en diversas funciones
biolégicas de manera independiente a su funcibn como grupo prostético de las
carboxilasas y ademas estas funciones no eran exclusivas de la biotina sino

también de sus metabolitos (Zempleni, 2005). Actualmente se ha establecido que
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ademas de su funcioén clasica, la biotina modifica la expresion génica. Entre los
procesos biolégicos que modifica incluyen la proliferacion celular, el desarrollo
embrionario, funciones inmunoldgicas y el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(Vilches y Fernandez, 2005).

En un estudio de microarreglos en células mononucleadas de sangre
periférica humana, se encontré que la biotina aumenta la expresion de 139 genes,
mientras que disminuye la de otros 131, por lo que el efecto de la biotina sobre la
expresion genética es muy amplio (Wiedmann et al., 2004).

A pesar del amplio efecto de la biotina sobre la transcripcion de genes y su
uso actual como agente farmacolégico, los mecanismos moleculares de la
vitamina como modulador genético son en gran parte desconocidos. Dos
mecanismos diferentes parecen estar involucrados en los efectos genéticos de la
biotina (Vilches-Flores et al., 2010):

1. Activacion de la guanilato ciclasa soluble.
2. Biotinilacion de histonas.

1.5.4. Activacién de la guanilato ciclasa soluble

En 1982 Vesely observé que la adicién de biotina a extractos celulares
aumentaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble. Diversos estudios han
identificado que un denominador comun en el efecto de la biotina sobre la
expresion genética involucra el incremento en la actividad de la guanilato ciclasa
soluble (GCs), la elevacion de las concentraciones de guanosil monofosfato ciclico
(cGMP) intracelular y la participacion de la proteina cinasa G (PKG) (Vilches-
Flores et al., 2010).

Solorzano-Vargas y colaboradores propusieron que el biotinil-AMP, un
intermediario de la accién catalitica de la holocarboxilasa sintetasa, por un
mecanismo aun no conocido, activa la guanilato ciclasa soluble. La activacion de
guanilato ciclasa conduce a un aumento de la produccion de guanosina
monofosfato ciclico (cGMP) que a su vez estimula la proteina quinasa G (PKG)
favoreciendo asi una serie de fosforilaciones que modifican la expresion de los

genes (Figura 9) (Vilches y Fernandez, 2005; Vilches-Flores et al., 2010).
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Figura 9. Mecanismo de accion de la biotina a través del GMPc. El biotinil-AMP formado por la
holocarboxilasa sintetasa (HCS), aumenta la actividad de la guanilato ciclasa soluble (GCs) por un
mecanismo desconocido, incrementando los niveles de cGMP, el cual activa a la PKG que participa
en la fosforilacion de proteinas involucradas en la expresion genética. (Imagen tomada de Vilches y
Fernandez, 2005)

1.5.5. Biotinilacion de histonas

Es una reaccion catalizada por la HCS, que consiste en la unién covalente
de biotina a los residuos de lisina en el extremo amino terminal de las histonas
H2A, H3 y H4 (se ha identificado principalmente en la heterocromatina
pericentromérica y se ha asociado con el silenciamiento de genes, la
condensacion mitotica de la cromatina y con la respuesta celular al dafio del ADN),
entre las funciones relacionadas con la biotinilacion de histonas esta un
decremento de linfocitos polimorfonucleares durante la proliferacion celular
(Godinez-Rubi et al., 2012; Aguilera et al., 2013).
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2. ANTECEDENTES

Las vitaminas son compuestos organicos necesarios en pequefas
cantidades para el metabolismo y que las células no pueden fabricar a excepcién
de muy pocas, su uso farmacologico en diversas patologias se ha reportado desde
hace tiempo con mucho éxito, por lo que es de gran interés el estudio de los
mecanismos moleculares y nuevas funciones. Por ejemplo los retinoides para el
metabolismo de la glucosa y lipidos (Rhee y Plutzky, 2012); el acido nicotinico
(Vitamina B3) se ha investigado como una terapia para el tratamiento de la
ateroesclerosis y aumenta los niveles de colesterol HDL y disminuye los niveles
del LDL (Lee et al, 2009) y la vitamina D3 mejora significativamente el
metabolismo de la glucosa y que ademas disminuye los niveles de triglicéridos
(Wehr et al., 2011).

Otra vitamina del complejo B, la biotina, a la cual, Watanabe vy
colaboradores en 2008, reportaron un efecto hipotensor a concentraciones
farmacoldgicas en ratas de la cepa espontdneamente hipertensas propensas a
infarto (SHRSP). En dicho reporte, se administré biotina durante 8 semanas (1.2
mg/kg de peso) y esto redujo la PA sistolica, el engrosamiento de la arteria
coronaria y la incidencia de ataque cardiaco. Ademas, se prob6 el efecto
antihipertensivo de la biotina de 6 a 10 horas después de una sola administracion
intraperitoneal de dosis crecientes (0.05, 0.5 y 5 mg/kg). Por ultimo se realizé un
experimento el cual consistia en el pretratamiento con un inhibidor de la guanilato
ciclasa soluble (el ODQ) y el pretratamiento con un inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa (L-NAME). Los resultados mostraron que el pretratamiento con ODQ
abolio el efecto hipotensor, mientras que el pretratamiento con L-NAME no tuvo
ningun efecto sobre la actividad de la biotina. Con lo cual concluyeron que el
mecanismo de la accion hipotensora de la biotina se basa en una activacion de la
GCs independiente de la formacion de NO (Watanabe et al., 2008).

Rodriguez y colaboradores en 2009, reportaron en su estudio realizado en
células linfoides humanas, que la generacion de NO depende de la biotina y que
dicha generacion esta mediada por un aumento en la expresion de eNOS y nNOS.
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También la generacion de NO dependiente de la vitamina aument6 la abundancia
de cGMP (Rodriguez et al., 2009).

Antecedentes de nuestro equipo de trabajo mostraron que la biotina tiene
un efecto vasorrelajante en aorta de rata y parece estar mediado por la
participacion de los receptores adrenérgicos a;. Ya que al realizar una curva a
dosis crecientes de fenilefrina (un agonista selectivo de los receptores a;) se
observé un efecto vasoconstrictor el cual es menor al realizar una segunda curva a
fenilefrina con la previa incubacion de biotina (Toledo, 2014).

Diversos autores han observado un mayor potencial antagonico del BMY
7378 (un antagonista adrenérgico aip) en aortas de ratas hipertensas, lo que
evidencia que el receptor adrenérgico a;p participa en la génesis/mantenimiento
de la hipertension arterial y parecen estar presentes en la vasculatura antes de
gue se establezca la hipertensiéon (Villalobos-Molina y Garcia-Séinz, 2004; Oliver
et al., 2009). Por lo que se ha sugerido que hay un aumento en la poblacion de
es0s receptores constitutivamente activos, ya que al desaparecer el estimulo la
respuesta contractil se mantiene y también se observé un aumento espontaneo en
el tono de reposo de la aorta y la acumulacién de fosfato de inositol los cuales
fueron inhibidos por la presencia del BMY 7378 (Gisbert et al., 2000; Gisbert et al.,
2002).

Para evidenciar esto, se realizaron curvas dosis-respuesta a la fenilefrina
en la rata descerebrada y desmedulada, Wistar Kyoto y SHR; de 1 mes de edad y
de 6 meses de edad. En todos los casos la fenilefrina produjo un aumento en la
PA en el grupo control de manera dependiente de la concentracion. Al realizar una
segunda curva dosis-respuesta a la fenilefrina en presencia de BMY 7378 se
observé que en las ratas de 1 mes de edad produjo un desplazamiento de la curva
a fenilefrina hacia la derecha soélo en la rata SHR y a los 6 meses de edad se
observa un desplazamiento en ambas cepas de ratas; sin embargo el efecto es
mas marcado en la cepa SHR (Figura 10). Para analizar la actividad constitutiva
del receptor a;p se vaciaron los almacenes intracelulares de calcio manteniendo la
aorta en una solucion libre de calcio y estimulando con noradrenalina y haciendo

lavados posteriores a cada estimulacion hasta que no se indujo contraccion. Una
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vez logrado se incub6 con solucidn fisiolégica la cual contenia calcio, lo que

resultd en un aumento espontaneo en el tono de reposo aun en ausencia del

agonista y este aumento se vio inhibido con la presencia de BMY 7378 (Figura

11).
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Figura 10. Incremento en la presion diastélica en respuesta a la fenilefrina en la rata
descerebrada y desmedulada. Wistar Kyoto (paneles Ay B) y SHR (paneles C y D); de 1 mes de
edad (paneles Ay C) y de 6 meses de edad (paneles B y D) (imagenes tomada de Villalobos-
Molina y Garcia-Sainz, 2004).
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Figura 11. Evaluaciéon de la actividad constitutiva de los receptores a,5. La modificacion en el
IRT obtenido en aorta después de la estimulacion con noradrenalina se ve disminuida por la
incubacion de BMY 7378. IRT: Incremento del tono de reposo (imagen tomada de Gisbert et al.,

2002).
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3. JUSTIFICACION

La OMS en 2015 reportd que cada afio mueren 9.4 millones de personas a
causa de la hipertension arterial y en México la ENSANUT reporta que el 25.5%
de adultos mayores de 20 afios padecen hipertension arterial y solo 58.7% tienen
el padecimiento controlado de forma adecuada. Lo que la convierte en un
problema de salud muy importante en el mundo. Ademas la hipertension es el
principal factor para padecer otras enfermedades cardiovasculares.

Si bien existe una gran gama de farmacos antihipertensivos, en casi la
mitad de los casos no se logra disminuir los niveles de PA a valores seguros y asi
evitar el dafo a diferentes 6rganos. Por lo tanto, la busqueda de nuevos farmacos
o coadyuvantes que ayuden en el tratamiento de la hipertension arterial es de gran
importancia.

Se reportd que la vitamina biotina, a concentraciones farmacoldgicas logra
disminuir los niveles de PA en ratas espontdneamente hipertensas propensas a
infarto, ya sea en tratamiento crénico o agudo y que su efecto es independiente de
la produccion de o6xido nitrico (Watanabe et al., 2008). Hasta el momento es el
anico estudio reportado. Pero se conoce poco sobre los mecanismos moleculares
mediante los cuales la biotina produce su efecto hipotensor a concentraciones
farmacoldgicas.

Con el presente trabajo se aporta nuevo conocimiento sobre el efecto
hipotensor de la biotina para evaluar la posibilidad de que en un futuro se utilice a
la biotina en el tratamiento de la hipertension arterial, ya que al no tener efectos
téxicos conocidos podria ser un buen coadyuvante y asi reducir las dosis de los
farmacos actuales con la correspondiente disminucién de sus efectos secundarios,
ya que los efectos secundarios son una de las principales causas por la que los

pacientes abandonan el tratamiento.
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4. HIPOTESIS

La biotina disminuye la respuesta adrenérgica a;p vascular en la rata

durante la hipertension arterial.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de la biotina sobre la respuesta adrenérgica aip vascular

durante la hipertension arterial en la rata.

5.2. Objetivos particulares
1.- Determinar el efecto de la biotina sobre la respuesta adrenérgica aip

en la aorta de rata en la hipertensién arterial en estudios in vitro.

2.- Evaluar el efecto de la biotina sobre la respuesta adrenérgica aip en un
modelo murino de hipertension arterial.

3.- Analizar la participacion del calcio en el efecto vasorrelajante de la

biotina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Modelo experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (12 semanas de edad, 300 +
50 gramos de peso). Se mantuvieron en jaulas a una temperatura de 25 + 2 °C, en
un ciclo de luz oscuridad de 12 horas, con acceso ad libitum a alimento y agua
durante todo el estudio, cumpliendo con los lineamientos establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, referente a especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Para monitorizar el
estado de salud de los animales se midié el peso de los mismos cada semana, el

consumo de agua y el consumo de alimento cada dos dias.

6.2. Protocolo experimental

Experimentos in vitro

Se utilizaron ratas a las cuales una vez alcanzado el peso y la edad
adecuados se les extrajo la arteria aorta toracica y se realizaron curvas a
diferentes farmacos como fenilefrina (1x10° a 1x10™° M), serotonina (1x10" a
1x10™ M) y cloruro de calcio (1x10® a 1x10*° M), con y sin la previa incubacién
durante 30 min de BMY 7378 (1x107 M), biotina (1x10® M) y nitrendipina (1x10~
M), esto bajo diferentes condiciones del medio (con y sin calcio) segun lo

requiriera el experimento.

Experimentos in vivo

Para la realizacion de los estudios, las ratas se dividieron en 3 grupos
experimentales: (1) Grupo control (animales no tratados). (2) Grupo L-NAME
(deficiente de éxido nitrico) este fue tratado durante 15 dias con clorhidrato de N°-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) a una dosis de 75 mg/kg y el cual se
administro via oral en el agua de beber. (3) Grupo L-NAME/biotina (deficiente de
oxido nitrico, tratado con biotina) el cual fue tratado con L-NAME durante 15 dias y
simultdneamente recibi6 tratamiento con biotina (2 mg/Kg, via intraperitoneal, i.p.).
A estos tiempos se reportd que la biotina produce efectos sobre el metabolismo y

la expresion de genes. Una vez terminado el tratamiento, los animales fueron
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sacrificados, se extrajo la aorta toracica y se realizaron curvas a fenilefrina con y

sin la previa incubacién de BMY 7378.

6.3. Extraccion de la aorta de rata

Las ratas se sedaron con pentobarbital sodico (55 mg/kg de peso; i.p.) y se realizo
una laparotomia amplia donde se expuso la aorta toracica y abdominal y se extrajo
para después proceder a limpiar el tejido graso. La arteria se cort6 en anillos de 3 -
4 mm de longitud, a la mitad de los anillos de aorta les fue removido el endotelio
(si se requeria) frotando suavemente la superficie interna de los vasos con un

estilete metalico de superficie rugosa.

6.4. Reactividad adrenérgica vascular

Los anillos adrticos se colocaron en ganchos de nicrom y se introdujeron
en cadmaras para tejido aislado con 10 ml de solucion Krebs-Henseleit con la
siguiente composicion: 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2mM KH,PO4, 1.2 mM
MgSO, 7H,0, 2.5 mM CaCl, 2H,0, 20 mM NaHCO3, 11.7 mM glucosa y 0.026 mM
EDTA. El tejido se mantuvo a una temperatura de 37°C, pH de 7.4 y con burbujeo
constante de carbégeno (O, al 95% con 5% de CO,). Cada anillo arterial se fij6 del
fondo de la camara y a un transductor de tension Grass FT03 (Astro-Med, Inc.,
West Warwick, RI, EE.UU.), que a su vez estaba conectado a un sistema de
adquisiciéon de datos MP100 (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, California,
EE.UU).

Cada anillo tuvo una tension inicial de 3 g (previamente determinada como
Optima para la respuesta del tejido) y se permitié un periodo de estabilizacién de
30 minutos. Una vez transcurrido este periodo se estimulé 3 veces con fenilefrina
a una concentracién de 1x107° M, realizando 3 lavados con solucién Krebs
después de cada sensibilizacion, esto con el fin de sensibilizar al estimulo externo.

Se obtuvieron curvas concentracion-respuesta graduales a la fenilefrina a

concentraciones crecientes (1x10° a 1x10™>° M) iniciando con una curva control y
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después una con incubacion previa de 30 minutos de BMY 7378 y/o biotina a

concentraciones de 1x107°y 1x10® M, respectivamente.

6.5. Evaluacion de lareactividad vascular a calcio

Calcio extracelular

Los anillos aorticos se colocaron en ganchos de nicrom y se introdujeron
en cdmaras para tejido aislado con 10 ml de solucién Krebs-Henseleit, cada anillo
tuvo una tension inicial de 3 g y se permiti6 un periodo de estabilizacion se
estimulé 3 veces con fenilefrina a una concentracién de 1x107° M realizando 3
lavados con solucion Krebs después de cada sensibilizacion.

Después de la ultima sensibilizacion se procedid al cambio de la solucion
inicial por una solucion Krebs-Henseleit libre de calcio y alta en potasio con la
siguiente composicion: 42 mM NaCl, 80 mM KCI, 1.2mM KH,PO,, 1.2 mM MgSO,
7H,0, 20 mM NaHCOg;, 11.7 mM glucosa y 0.026 mM EDTA. El tejido se mantuvo
a las mismas condiciones previamente descritas.

Se realizaron curvas concentracion-respuesta a concentraciones
crecientes de CaCl, (1x10° a 1x10%° M), iniciando con una curva control y
después una con incubacion previa durante 30 min de nitrendipina y/o biotina a
concentraciones de 1x10" y 1x10® M, respectivamente.

Calcio intracelular

Los anillos adrticos se colocaron en ganchos de nicrom y se introdujeron
en camaras para tejido aislado con 10 ml de solucién Krebs-Henseleit, cada anillo
tuvo una tensién inicial de 3 g y se permiti6 un periodo de estabilizacién se
estimulé 3 veces con fenilefrina a una concentracién de 1x107° M realizando 3
lavados con solucion Krebs después de cada sensibilizacion.

Después del ultimo estimulo se procedié al cambio de la solucion inicial
por una solucion Krebs-Henseleit libre de calcio y alta en potasio a la cual se le
sustituy6é el EDTA por EGTA 4 mM vy se realizaron 6 lavados con la finalidad de
guelar todo el residuo de calcio, después de los lavados se cambi6 la solucién

Krebs libre de calcio y alta en potasio con la composicion inicial, cada anillo tuvo
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una tension inicial de 1.5 g después del cambio de Krebs y se permitié un periodo
de estabilizacion de 30 min.

Un Unico se realizé estimulo a anillos sin endotelio de aorta de rata con un
agonista (fenilefrina o serotonina) a una concentracién de 1x103° M, después se

realizé un segundo estimulo con y sin la previa incubacién de biotina (1x10® M).

6.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el programa SigmaPlot® 11.0. Los
datos se presentan como el promedio + error estandar (EE). La significancia
estadistica se determiné por la prueba de ANOVA de dos vias con un analisis post

hoc Tukey. Una p < 0.05 se consideré como estadisticamente significativa.
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7. RESULTADOS

7.1. Registro del peso, consumo de agua y alimento de las ratas
durante los diferentes tratamientos

Con el fin de corroborar el estado de salud Optimo de los animales y
descartar efectos adversos debidos a los diferentes tratamientos, se registro el
peso de los animales en los diferentes grupos experimentales de manera semanal
(Figura 12), antes y durante el tratamiento respectivo. De igual manera cada 2
dias se registré el consumo de agua (Figura 13) y alimento (Figura 14).

El aumento tanto de peso de las ratas, el consumo de agua y el consumo
de alimento fue de forma gradual y constante, a lo largo de las semanas antes y
después del tratamiento, no se observé diferencia significativa entre los grupos. Lo
gue estaria indicando que los diferentes tratamientos no tienen efectos adversos

sobre los tres parametros medidos.
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Figura 12. Peso de las ratas en los diferentes tratamientos. Registro del peso de las ratas de

los diferentes tratamientos durante las 4 semanas. La flecha indica el inicio de los tratamientos. Los
resultados son el promedio + E.E. n=6 por grupo.
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Figura 13. Consumo de agua. Registro del consumo de agua durante todo el tratamiento. La

flecha indica el inicio de los diferentes tratamientos, los resultados son el promedio + E.E. n=6 por
grupo.
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Figura 14. Consumo de alimento. Registro del consumo de alimento durante todo el tratamiento, la
flecha indica el inicio de los diferentes tratamientos, los resultados son el promedio + E.E. n=6.

7.2. Participacion de los receptores adrenérgicos ajp en la

respuesta contractil a fenilefrina en aorta de rata

Con el fin de evaluar la participacion de los receptores alfa a;p en la
respuesta contractii en aorta sin endotelio de rata se realizaron curvas
concentracion-respuesta a fenilefrina con la incubacion previa de diferentes
concentraciones del antagonista BMY 7378 (1x10%°, 1x10® y 1x107 M) (Figura
15). Se observé que la fenilefrina produjo una contraccion dependiente de la
concentracion y que el BMY 7378 produjo un desplazamiento hacia la derecha de
las curvas a fenilefrina de manera dependiente de la concentracion, lo que indico

un antagonismo competitivo.
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Figura 15 Efecto del BMY 7378 sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta sin endotelio de
ratas. Curva de concentracién-respuesta a fenilefrina en aorta sin endotelio incubada previamente
con diferentes concentraciones de BMY 7378. Cada punto representa el promedio = el error
estandar, n=6.

7.3. Efecto de la biotina sobre la respuesta contractil adrenérgica

en aorta de rata

Con la finalidad de determinar la relacion concentracion-respuesta de la
biotina sobre el efecto contractil de la fenilefrina, los anillos se incubaron con
diferentes concentraciones de biotina (1x10°, 1x10°, 1x107 y 1x10® M) y se
realizaron curvas a fenilefrina (1x10° a 1x10>° M) en aorta sin endotelio de rata,
con la intencion de obtener una respuesta exclusiva del musculo liso. Se observo
gue a las concentraciones mas bajas de biotina, se tuvo un mejor efecto inhibitorio

de la vasoconstriccion, teniendo el mejor efecto a 1x10® M (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta sin endotelio de
ratas. Curva de concentracién-respuesta a fenilefrina en aorta sin endotelio incubada previamente
con diferentes concentraciones de biotina. Cada punto representa el promedio + el error estandar *
Diferencia estadistica, prueba ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p < 0.05), n=6.

7.4. Participacion de los receptores adrenérgicos a;p en el efecto
vasorrelajante de la biotina

Con la finalidad de determinar la participacibn de los receptores
adrenérgicos aip en el efecto vasorrelajante de la biotina, se realizaron curvas a
concentraciones crecientes de fenilefrina con previa incubacion de BMY 7378
(1x107"*° M), biotina (1x10® M) y la combinacién de ambos. Las concentraciones
utilizadas de cada uno se basaron en los resultados previos, a las cuales se
observd el mejor efecto. Se observd que ambos compuestos por separado
disminuyeron de manera significativa la fuerza de contraccion y al incubar de
manera combinada se observo un efecto sumatorio (Figura 17), lo cual podria
estar indicando que la biotina actia sobre los receptores adrenérgicos a;p para

ejercer su efecto vasorrelajante.
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Figura 17. Participacion de los receptores adrenérgicos a;p en el efecto vasorrelajante de la
biotina. Curvas concentracion-respuesta a fenilefrina con la incubacién de biotina y BMY 7378 de
forma individual y combinada en anillos de aorta de ratas. Cada punto representa el promedio * el
error estandar. * Diferencia estadistica, ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p < 0.05)
respecto al grupo control, n=6.

7.5. Participacion del calcio extracelular e intracelular en el efecto
vasorrelajante de la biotina

Con base en los resultados obtenidos, resulto interesante determinar el
efecto de la biotina en la contraccién inducida por calcio, ya que la movilizacion de
este ion es clave para que se efectle la vasoconstriccion.

Para evaluar el efecto del calcio extracelular, se realizaron curvas
concentracion-respuesta a concentraciones crecientes de CaCl, (1x10° a 1x10%°
M) en soluciéon Krebs sin calcio y alta en potasio con y sin incubacion de biotina en
anillos de aorta de rata con y sin endotelio. Se observdé que la biotina logré

disminuir de manera significativa la fuerza de contraccion y que este efecto se

48



presentd con y sin endotelio, lo que indico que es independiente del endotelio
(Figura 18).
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Figura 18. Participacién del calcio extracelular en el efecto vasorrelajante de la biotina.
Curvas concentracion-respuesta a CaCl, con la incubacién de biotina en anillos de aorta de ratas.
Cada punto representa el promedio * el error estandar. * Diferencia estadistica, prueba ANOVA
seguida de una prueba de Tukey (p < 0.05), n=6.

Posteriormente se realizaron curvas a CaCl; sin y con la incubacion de
biotina y nitrendipina (1x10”" M, bloqueador especifico de los canales de calcio tipo
L dependientes de voltaje) en anillos de rata sin endotelio, esto con la finalidad de
dilucidar si la biotina tiene un efecto sobre estos canales. Se observoé que al
incubar la combinacién de ambos se obtuvo un efecto mas potente que de manera
individual cuando la biotina se incub6 de manera previa a la nitrendipina, lo que
pudiera indicar que la biotina también actla sobre los canales de calcio tipo L para

ejercer su efecto vasorrelajante (Figura 19).
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Figura 19. Participacion de los canales de calcio tipo L en el efecto vasorrelajante de la
biotina. Curva concentracion-respuesta a CaCl, con la incubacioén de biotina, nitrendipina y la
combinacion de ambos en anillos de aorta de ratas sin endotelio. Cada punto representa el
promedio + el error estandar. * Diferencia estadistica, ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p
< 0.05), n=6.

En cuanto al calcio intracelular, se realiz6 un estimulo vasocontractil a
fenilefrina (1x10>° M) en solucién Krebs sin calcio y alta en potasio con y sin
incubacion previa de biotina en anillos de aorta de rata sin endotelio. Se observé
que la biotina logré disminuir la respuesta contractil a fenilefrina de manera
significativa y al realizar el segundo estimulo sin la presencia de biotina se observo
gue la respuesta es similar al primer estimulo, con lo que descartamos que el
efecto observado en presencia de biotina se deba al vaciamiento de los depdésitos

intracelulares de calcio (Figura 20).
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Figura 20. Participacién del calcio intracelular en el efecto vasorrelajante de la biotina en
respuesta a fenilefrina. Respuesta contractil a fenilefrina con y sin la incubacion de biotina, en
anillos de aorta de ratas sin endotelio. Promedio + el error estandar. * Diferencia estadistica,
prueba t-Student (p < 0.05), n=6.

Con base en el resultado obtenido y con la finalidad de evaluar la
participacion del calcio intracelular en el efecto vasorrelajante de la biotina en
respuesta a otro vasoconstrictor como lo es la serotonina, se realizd el
experimento anterior pero en este caso se utilizd serotonina. La cual al interactuar
con los receptores 5-HT, (5-hidroxitriptamina) particularmente en aorta, causa
vasoconstriccion mediante la movilizacion de calcio de manera similar a la
estimulacion adrenérgica a;. Se observé un comportamiento similar que en el
experimento anterior, ya que la biotina logré disminuir la respuesta contractil a
serotonina y al realizar un segundo estimulo sin la presencia de biotina se observo

que la respuesta es similar al primer estimulo (Figura 21).
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Figura 21. Participacion del calcio intracelular en el efecto vasorrelajante de la biotina en
respuesta a serotinina. Respuesta contractil a serotonina con y sin la incubacion de biotina, en
anillos de aorta de ratas sin endotelio. Promedio + el error estandar. * Diferencia estadistica,
prueba t-Student (p < 0.05), n=6.

7.6. Respuesta contractil vascular a una curva de serotonina en
presencia de biotina

Con la finalidad de evaluar si la biotina es capaz de bloquear a los canales
de calcio tipo L en respuesta a otro vasoconstrictor, se realizd una curva
concentracion-respuesta a concentraciones crecientes de serotonina con
incubacion previa de biotina. Se observd que la serotonina produce una
contraccion dependiente de la concentracion y que al incubar biotina se produce
un desplazamiento hacia la derecha de la curva a serotonina de manera
significativa (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la biotina sobre la respuesta contractil a serotonina en aorta de rata.
Curva concentracion-respuesta a concentraciones crecientes de serotonina en presencia de biotina
en anillos de aorta de ratas sin endotelio. Cada punto representa el promedio + el error estandar. *
Diferencia estadistica, prueba post hoc Tukey (p < 0.05), n=6.

7.7. Efecto del tratamiento in vivo de biotinay L-NAME sobre la

respuesta contractil vascular a fenilefrina
En cuanto a los experimentos in vivo con un inhibidor de la sintesis de

oxido nitrico, una vez finalizado el tratamiento de L-NAME y L-NAME+biotina
durante 15 dias, se extrajo la aorta y se cortdé en anillos y a la mitad de estos se
les retird el endotelio y se realizaron curvas a fenilefrina con y sin la previa
incubacion de BMY 7378, con la finalidad de dilucidar la participacion de los
receptores aip en la respuesta contractil a fenilefrina en aorta de ratas hipertensas.

En el grupo control, se observd un aumento de la fuerza de contraccion
dependiente de la concentracion de fenilefrina, aunque se observé una mayor
respuesta en los anillos que no tienen endotelio, al realizar una segunda curva en

presencia de BMY 7378 la curva se desplazé a la derecha de manera paralela, lo
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qgue indica un antagonismo competitivo y de igual manera se observd una mayor

respuesta en los anillos sin endotelio (Figura 23).
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Figura 23. Respuesta contractil a fenilefrina en aorta de rata control. Curva concentracién-
respuesta a fenilefrina con y sin la previa incubacién de BMY 7378. Cada punto representa el
promedio * el error estandar. * Diferencia estadistica, prueba post hoc Tukey (p < 0.05), n=6.

En el grupo que fue tratado con L-NAME por 15 dias se evalu6 su efecto
sobre la respuesta contractil a fenilefrina en aorta aislada. Se observd que en la
primera curva no hay diferencia entre las curvas a fenilefrina en los anillos de aorta
con y sin endotelio. Esta observacion se repitié al realizar la segunda curva en
presencia de BMY 7378 (Figura 24).
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Figura 24. Respuesta contractil a fenilefrina en aorta de rata tratada con L-NAME. Curva
concentracién-respuesta a fenilefrina con y sin la previa incubacion de BMY 7378. Cada punto
representa el promedio + el error estandar, n=6.

Al comparar las curvas a fenilefrina del grupo control y del grupo tratado
con L-NAME se observd, en la curva sin BMY 7378, una hipersensibilidad a la
fenilefrina en el grupo L-NAME, ya que desde bajas concentraciones este grupo
tiene una mayor respuesta contracti. En la segunda curva a fenilefrina en
presencia de BMY 7378, se observd un desplazamiento de forma paralela a las
curvas sin el antagonista y de igual manera se observé una hipersensibilidad a
fenilefrina en los anillos con endotelio de aorta de ratas tratadas con L-NAME
(Figura 25).
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Figura 25. Curva concentracién respuesta a fenilefrina en aorta de rata tratada con L-NAME
comparada contra el grupo control. Curvas a fenilefrina con y sin la previa incubacion de BMY
7378 en aorta de ratas tratadas con L-NAME vy sin tratamiento. Cada punto representa el promedio
* el error estandar. * Diferencia estadistica, prueba post hoc Tukey (p < 0.05), n=6.

En cuanto al grupo que fue tratado con L-NAME y biotina simultaneamente
por 15 dias, se observé que en la primera curva hay una mayor sensibilidad a
fenilefrina en los anillos que no tienen endotelio. Una segunda curva en presencia
de BMY 7378 se realiz0 y se observo un desplazamiento a la derecha de manera
paralela a las curvas antes de la incubacion y se observé una mayor sensibilidad

en los anillos sin endotelio (Figura 26).
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Figura 26. Respuesta contractil a fenilefrina en aorta de rata tratada con L-NAME vy biotina.
Curva concentracion-respuesta a fenilefrina con y sin la previa incubacion de BMY 7378. Cada
punto representa el promedio + el error estandar. * Diferencia estadistica, prueba post hoc Tukey (p
< 0.05), n=6.

Las curvas a fenilefrina en anillos con endotelio del grupo control y del
grupo tratado con L-NAME y biotina se compararon y se observé que en las
respectivas curvas antes y después de la incubacion de BMY 7378 no hubo

diferencia entre ambos grupos (Figura 27).
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Figura 27. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata tratada con L-NAME
comparada contra el grupo control. Curvas a fenilefrina con y sin la previa incubacion de BMY
7378 en aorta de ratas tratadas con L-NAME y biotina y sin tratamiento. Cada punto representa el
promedio * el error estandar, n=6.

Al comparar el grupo tratado con L-NAME contra en grupo tratado con L-
NAME y biotina, se observo en las curvas antes de la incubacién de BMY 7378,
que el grupo tratado con L-NAME y biotina no present6 la hipersensibilidad a
fenilefrina que se presentd en el grupo tratado con L-NAME. Al realizar una
segunda curva a fenilefrina en presencia de BMY 7378, de igual manera se
observé una mayor sensibilidad a fenilefrina en el grupo L-NAME (Figura 28).

Pareciera que el tratamiento con biotina previno el dafio producido por el L-NAME.
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Figura 28. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de rata tratada con L-NAME
comparada contra el grupo tratado con L-NAME y biotina. Curvas a fenilefrina con y sin la
previa incubacion de BMY 7378 en aorta de ratas tratadas con L-NAME y L-NAME con biotina.
Cada punto representa el promedio + el error estandar. * Diferencia estadistica, prueba post hoc
Tukey (p < 0.05), n=6.

Comparando el grupo control, el grupo tratado con L-NAME y L-NAME con
biotina se observd que el grupo control y el grupo tratado con L-NAME y biotina
tienen las mismas respuestas y el grupo tratado solo con L-NAME presenta una
hipersensibilidad a fenilefrina, comparado con los otros grupos. Esta

hipersensibilidad es caracteristica del tratamiento con L-NAME.
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Figura 29. Curva concentracion respuesta a fenilefrina en aorta con endotelio de rata de los
tres grupos experimentales. Curvas a fenilefrina con y sin la previa incubacion de BMY 7378 en
aorta con endotelio de rata. Cada punto representa el promedio + el error estdndar. * Diferencia
estadistica, prueba post hoc Tukey (p < 0.05), n=6.
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8. DISCUSION
Al medir el peso de los animales y el consumo de agua y alimento a lo

largo de los diferentes tratamientos, esto con la finalidad de evaluar el estado
fisioloégico de los animales, se pudo observar que no hubo diferencia entre los
grupos tratados con L-NAME y el grupo tratado con L-NAME vy biotina,
comparados contra el grupo control en ninguno de los parametros evaluados. Esto
es importante ya que el L-NAME se administr6 en el agua de beber. Estas
observaciones concuerdan con estudios de diversos autores, donde reportan que
no existen alteraciones en el peso de los animales, ni la ingesta de agua o
alimento como consecuencia de la administracion crénica de L-NAME (Molnar et
al., 1994; Paulis et al., 2008).

Al evaluar el efecto de la biotina en combinacion con BMY 7378
(antagonista especifico de los receptores adrenérgicos aj;p) sobre la respuesta
contractil a fenilefrina en aorta de rata control sin endotelio, se observé que tanto
la biotina como el BMY 7378 lograron disminuir la fuerza contractil a fenilefrina y
cuando se incubaron en conjunto se obtuvo un efecto sumatorio. Este efecto
sumatorio podria evidenciar la participacion de la respuesta adrenérgica en el
efecto vasorrelajante de la biotina, especificamente la activada por el receptor aip
el cual se ha reportado que es el principal mediador de la contraccién en el
musculo liso vascular de arteria aorta. Lo anterior debido a que un efecto sinérgico
se produce cuando las interacciones con un mecanismo farmacodinamico ocurren

en el mismo receptor o en un sistema fisiolégico determinado (Carrillo, 2012).

La activacion del receptor a;p provoca la movilizacion del calcio del medio
extracelular a través de la apertura de los canales de calcio tipo L en la membrana
celular y del calcio intracelular mediante la apertura de los canales de calcio
sensibles a IP3; presentes en el reticulo endoplasmico, principal depdsito
intracelular de calcio. Esta movilizacién de calcio es clave para que se lleve a cabo
la vasocontraccion (Barret et al., 2013; Hall, 2011). Al evaluar la participacion del
calcio extracelular en el efecto vasorrelajante de la biotina en un medio

despolarizante libre de calcio, al cual se le adicionaron concentraciones crecientes
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de CaCl,, se observdé que la biotina logré disminuir de manera importante la
respuesta contractil en la aorta y que ademas fue independiente del endotelio, ya
que al estar presente 0 ausente se obtuvieron resultados similares, lo que indicaria
que los factores liberados por el endotelio como el NO, prostaciclinas factor
hiperpolarizante, etcétera, no intervienen en el efecto vasorrelajante de la biotina,
lo que estaria indicando que la biotina actua directamente sobre las células del
musculo liso. Ademas, se comparé éste efecto con un farmaco bloqueador de los
canales de calcio tipo L utilizado actualmente en el tratamiento de la hipertension
arterial, la nitrendipina (Weber et al., 2014); donde se observo un efecto similar de
ambos farmacos cuando se incubaron de manera individual a las concentraciones
utilizadas y de manera combinada se obtuvo un efecto mayor que los efectos
individuales cuando la biotina se incubd primero. Por otro lado, cuando la
nitrendipina se incub6 antes que la biotina, pareciera que la nitrendipina interfirid
con el efecto de la biotina, ya que se observé un efecto similar al de la nitrendipina
por separado, lo que evidencia la participacion del calcio extracelular en el efecto
vasorrelajante de la biotina mediante el bloqueo de los canales de calcio tipo L. En
el afo 2006, Zanello y Norman, ya habian reportado que una vitamina, la D3,
presenta la capacidad de modular la apertura de canales de calcio tipo L, aunque
su estudio fue en osteoblastos (Zanello y Norman, 2006).

Al realizar una curva a serotonina en presencia de biotina, se observé una
disminucién de la respuesta contractil en la aorta de rata, al igual que cuando se
realizé una curva a fenilefrina. Lo que podria evidenciar que la biotina es capaz de
bloquear los canales de calcio tipo L independientemente si son activados por la
ruta adrenérgica u otra. Recordemos que la serotonina es capaz de activar la
movilizacion de calcio tanto del medio intracelular como extracelular por medio de

la interaccion con los receptores a serotonina, los 5-HT, (Brunton, 2012).

Al evaluar la participacién del calcio intracelular en el efecto vasorrelajante
de la biotina, se observé que logré disminuir la respuesta contractil a serotonina
hasta en aproximadamente un 57%, lo que pudiera estar evidenciando que la

biotina es capaz de bloquear canales de calcio presentes en el reticulo
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endoplasmico, especificamente los sensibles a IP3, ya que al activar la ruta
serotoninérgica se obtiene la apertura de estos canales (Brunton, 2012). Aunque
también pudiera estar aumentando la actividad de la trifosfatasa de adenosina de
iones calcio del reticulo endoplasmico, también conocida como bomba SERCA, la
cual es muy importante en la recaptura del calcio (Barret et al., 2013; Contreras-
Leal et al., 2010). Al realizar el mismo experimento pero realizando el estimulo con
fenilefrina, se observd que la biotina logré disminuir la respuesta contractil hasta
en aproximadamente 62%. Esta mayor disminucion de la respuesta contractil al
activar la ruta adrenérgica podria deberse a que ademas del efecto de la biotina
sobre los canales de calcio del reticulo endoplasmico o las bombas SERCA, se

suma su efecto sobre los receptores adrenérgicos aip.

En cuanto a los experimentos in vivo, al comparar el grupo control contra
el grupo tratado con L-NAME se observé una hipersensibilidad a la fenilefrina, ya
gue desde bajas concentraciones, el grupo L-NAME tiene una mayor respuesta
que el grupo control, esto era de esperarse ya que se reportd que se produce este
efecto con el tratamiento cronico de L-NAME (inhibidor de las NOS); ademas de
remodelamiento en las paredes vasculares y disfuncién endotelial, debido a la
disminucién de la biodisponibilidad de NO (T6rok, 2008; Lopez-Mayorga, 2009). Al
comparar el grupo tratado con L-NAME contra el tratado con L-NAME vy biotina se
observé que la biotina parece prevenir el dafio producido por el L-NAME. Esto
podria deberse a que la biotina pudiera estar supliendo la ausencia del NO, ya que
se report6 que la biotina, al igual que el Oxido nitrico, activa a la GCs
independiente de la formacion de NO, lo que conlleva al aumento de las
concentraciones de cGMP y provoca vasorrelajacion (Watanabe et al., 2008). Esta
observacion indicaria que el NO no participa en el efecto hipotensor de la biotina,
ya que aunque la concentracion de NO disminuyé con el tratamiento de L-NAME
el efecto vasorrelajante se observd de igual manera. Otra posible explicacion
pudiera deberse a que se reportd que la biotina tiene la capacidad de aumentar la
expresion de las NOS endotelial y neuronal en células en cultivo (Rodriguez-
Meléndez y Zempleni, 2009). Aunque asi como regula la expresion de la NOS, se

reporté que es capaz de regular cientos de genes, por lo que también pudiera
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estar regulando la expresion de los receptores adrenérgicos a;p y/o de los canales
de calcio tipo L (Wiedmann et al., 2004).

9. CONCLUSIONES
1.- La biotina lleva a cabo su efecto vasorrelajante con la participacion de

los receptores adrenérgicos ai;p Yy la movilizacion de calcio intracelular y
extracelular.

2.- La biotina previene el dafio producido por el tratamiento crénico del L-
NAME vy el efecto vasorrelajante de la biotina es independiente del éxido nitrico.

10. PERSPECTIVAS
La pretension es conocer la participacion de otros componentes de la ruta

adrenérgica o la posible participacion de otros compuestos secretados por el
endotelio, en el efecto vasorrelajante de la biotina. Asimismo, conocer los efectos
de la administracién cronica de dosis farmacoldgicas de biotina sobre la expresion

de los receptores a;p, canales de calcio tipo L y las NOS.
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