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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte
en todo el mundo y entre las principales causas para presentar ECV encontramos a
hipertension arterial (HA) y diabetes mellitus (DM). Estas enfermedades a menudo
se presentan en conjunto y conllevan a complicaciones en érgano blanco como el
corazon, el cerebro, el rinon y la vasculatura. estas complicaciones son las causas
principales de mortalidad.

El sistema renina angiotensina, es uno de los principales mecanismos de
regulacion de la homeostasis cardiovascular, de la regulacion de los electrolitos y de
los fluidos y se ha implicado como un agente causal en el desarrollo de la HA. La
angiotensina II (Ang IT) al ser el mediador mas importante de este sistema, tiene una
participacion importante en la homeostasis renal y cardiovascular, mediando sus
efectos fisiologicos y fisiopatologicos a través de dos tipos de receptores especificos,
principalmente por el receptor AT,.

En el presente trabajo se determiné la participacion de la Ang IT sobre la
respuesta periférica en el modelo de rata descerebrada y desmedulada, en etapas
tempranas en la DM e HA.

Se emplearon ratas Wistar de 200 a 250 g y se dividieron en 8 grupos: (1)
Control (agua de beber), (2) Captopril (20 mg/kg/dia en el agua de beber), (3)
Hipertenso (L-NAME 50 mg/kg/dia en el agua de beber), (4) Hipertenso +
Captopril, (5) Diabético (Estreptozotocina 55 mg/Kg i.p. tnica dosis 48 h antes del
inicio del tratamiento), (6) Diabético + Captopril, (7) Hipertenso + Diabético. (8)
Hipertenso + Diabético + Captopril. Se realizaron curvas dosis-respuesta a la ANG
Il en presencia y ausencia de losartan (1-3 mg/Kg) en el modelos de rata
descerebrada y desmedulada.

A nivel funcional encontramos hiperreactividad a la angiotensina II en
animales de todos los grupos con respecto al control, observado como un aumento
en el efecto maximo (grupo HA) y una sensibilidad mayor a la Ang II (todos los
tratamientos). Estos efectos fueron mas marcados en los grupos que presentaron
DM.

Ademas, se encontro que el receptor AT, participa, de manera importante, en
la hiperreactividad a la angiotensina I, observandose un efecto mas pronunciado en
los grupos que se les administro captopril y en los grupos a los que se les indujo
diabetes mellitus.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que tanto la diabetes mellitus
como la hipertension arterial inducen un aumento en la respuesta presora periférica
a la Ang II. Se sugiere que receptor AT, se encuentra involucrado en la
hipersensibilidad a la angiotensina IT observada en todos los grupos experimentales.

viii
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ABSTRAC

Cardiovascular diseases are the main cause of death worldwide. Among the
factors that contribute to present cardiovascular diseases are hypertension and
diabetes. Often these diseases are presented together and they damage target organs
like heart, brain, kidney and blood vessels, these complications are the main cause of
mortality.

Renin-angiotensin system is one of the main mechanisms that regulate
cardiovascular homeostasis, electrolytes and fluids and it has been implicated as a
cause in hypertension development. Angiotensin II, the most important mediator of
this system, play a central role in renal and cardiovascular homeostasis, mediating
its physiological and patological effects through two kind of specifical receptors,
being AT, the most important receptor.

In the present work, it was determined Ang II participation on peripherical
response in pithed rat model, in early stages in diabetes and hypertension.

Wistar rats (200-250 g body weight) were divided in 8 groups: (1) Control
(tap water), (2) Captopril (20 mg/kg/day in tap water), (3) Hypertensive rat (L-
NAME 50 mg/kg/day in tap water), (4) Hypertensive rat + Captopril, (5) Diabetic
rat (Streptozotocine 55 mg/Kg ip. 48 h before start of treatment), (6) Diabetic rat +
Captopril, (7) Hypertensive rat + Diabetic rat (8) Hypertensive rat + Diabetic rat +
Captopril. Dose-response curves to Ang Il were constructed in presence and
absence of losartan (1-3 mg/Kg; an AT, receptor antagonist) in pithed rat model.

At functional level, we found hyperreactivity to angiontensin II in animals
from all experimental groups compared to control, this change was observed as an
increase in maximal effect (HA group) and a hypersensitivity in response to Ang II
administration (all treatment groups), this effect was more pronounced in diabetic
rat groups.

In addition, it was found that AT, receptor participate in angiotensin II
hyperreactivity, importantly. This effect was more pronounced in captopril and
diabetic rat groups.

Our results suggest that diabetes and hypertension induce Ang II
hyperreactivity in L-NAME-induced hypertension involving ATl receptors.
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I. INTRODUCCION

1. 1. DIABETES MELLITUS: GENERALIDADES

La diabetes mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa caracterizada
por un trastorno complejo en el metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas, debido a una deficiencia relativa o absoluta de la secrecion de insulina en
las células B del pancreas (Expert Committee on the Diagnosis and Treatment of
Diabetes Mellitus, 2000).

En el mundo hay mas de 220 millones de personas con diabetes y se calcula
que en el 2005 fallecieron 1.1 millones de personas por esta patologia, de las cuales,
cerca del 80% se registraron en paises de ingresos bajos y medios. El aumento en la
morbilidad de la diabetes, a nivel mundial, es especialmente alarmante. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé que el numero de nuevos casos de
diabetes aumentaran en el 2025 afnos a 330 millones de casos. Una gran parte de este
aumento tendra lugar en los paises en vias de desarrollo, donde la edad, las dietas
poco saludables, la obesidad y el estilo de vida sedentario contribuiran al
incremento en las cifras de diabetes. En México, existen aproximadamente ©
millones de personas que son mayores de 20 anos que padecen esta enfermedad
(Olaiz et al., 2000).

La disminucion de la secrecion de insulina se debe a diversas condiciones,

entre las que se incluyen: la reduccion de la masa total de células B (en el caso de la




EDGAR SAUL FIGUEROA GUILLEN [IQB-UMSNH

extraccion quirargica del pancreas y en la pancreatitis aguda) o como consecuencia
de la destruccion autoinmune de dichas células, relacionada con la presencia de
anticuerpos bloqueadores de la accion de la hormona, fenémeno que ocurre en la
diabetes tipo 1 (vea clasificacion de diabetes mellitus) (Zierath et al.,, 2000). De
manera adicional, algunos defectos genéticos en el metabolismo de las células
también pueden ocasionar deficiencia en la secrecion de la insulina deficiente en
respuesta a estimulos fisiologicos. En el caso de la diabetes tipo 2, el defecto basico
es la resistencia a la accion de la insulina de los tejidos periféricos y, en menor grado,
una deficiencia relativa de la secrecion de la hormona. La mayoria de los expertos
considera que la resistencia a la insulina es el fendmeno primario, mientras que la
deficiencia en la secrecion, aparece como resultado de la hiperglucemia sostenida y
la sobre estimulacion persistente de la célula B (Zierath et al., 2000; Shepherd P. R.
and Kahn B. B.,1997).

La resistencia a la insulina se encuentra asociada, en mayor o menor grado, a
una amplia gama de alteraciones metabolicas que implican, a largo plazo, riesgos
graves para la salud. Es claro que existe una fuerte relacion entre la presencia de
obesidad y el desarrollo de resistencia a la accién de la insulina. Esta asociacion
determina la susceptibilidad de los sujetos obesos para desarrollar diabetes, de
hecho, la obesidad parece ser la causa mas comun de resistencia a la insulina.
Adicionalmente, se ha documentado una relacion definida entre la obesidad de tipo
androide (central, es decir, aquella en que el tejido adiposo se acumula en mayor

cantidad en el abdomen) y una baja sensibilidad a la insulina (Zierath et al., 2000).
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1. 1. 1. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

Actualmente, existen dos clasificaciones principales: la primera, corresponde
a la OMS y solo reconoce tres tipos de diabetes mellitus (tipo 1, tipo 2 y gestacional)
y la segunda, propuesta por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA; 2006),

donde la diabetes mellitus se clasifica en tres grupos:

1.1.1.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

Se presenta mayormente en individuos jovenes, aunque puede aparecer en
cualquier etapa de la vida y se caracteriza por la nula produccion de insulina, debida
a la destruccion autoinmune de las células B de los islotes de Langerhans del

pancreas mediada por las células T (Rother K. 1., 2007).

1.1.1. 2. DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

Se caracteriza por un mecanismo fisiopatologico complejo, cuyo rasgo
principal es el “déficit” relativo en la produccion de insulina y una deficiente
utilizacion de glucosa en los tejidos periféricos (resistencia a la insulina), es decir,
los transportadores de la glucosa, que se encargan de introducir esta molécula a la
célula, pueden estar danados. Este tipo de diabetes a menudo se desarrolla en la
etapa adulta de la vida y se asocia frecuentemente a la obesidad, por estas razones,
anteriormente se conocia como diabetes del adulto o diabetes relacionada con la
obesidad. Ademas, el tratamiento con varios farmacos y otros factores pueden

causar este tipo de diabetes. En este sentido, es altamente frecuente que la diabetes
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tipo 2 se asocie al tratamiento prolongado con corticoides, frecuentemente asociada
a la hemocromatosis no tratada (Rother K. L., 2007). La diabetes tipo 2 se presenta

entre el 80-90% de la totalidad de los pacientes diabéticos (Arias P., 2003).

1.1. 1. 3. OTROS TIPOS DE DIABETES

Otros tipos de diabetes mellitus incluyen a menos del 5% de los casos
diagnosticados (Arias P., 2003). A pesar de su incidencia baja, no dejan de ser
problemas de salud importantes y se enuncian a continuacion:

® Diabetes mellitus gestacional.

& Tipo 3A: defectos genéticos en las células B.

& Tipo 3B: resistencia a la insulina determinada genéticamente.

&® Tipo 3C: enfermedades del pancreas.

& Tipo 3D: causada por defectos hormonales.

& Tipo 3E: causada por compuestos quimicos o por farmacos.

1. 2. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES (ECV)

Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo. Cada ano
mueren mas personas por ECV que por cualquier otra causa. Se calcula que en el
2005 murieron por esta causa 17.5 millones de personas, lo cual representa un 30%
de todas las muertes registradas en el mundo y 7.6 millones de esas muertes se
debieron a la cardiopatia coronaria y 5.7 millones a los accidentes vasculares

cerebrales (AVC) (OMS, 2009).
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Los ataques al corazon y los AVC suelen ser fenomenos agudos que se deben,
sobre todo, a obstrucciones en los vasos sanguineos que impiden que la sangre fluya
hacia el corazon o el cerebro. La causa mas frecuente de infarto cardiaco o cerebral
es la formacion de depositos de grasa en las paredes de los vasos sanguineos que
irrigan el corazon o el cerebro. Los AVC también pueden deberse a hemorragias de

los vasos cerebrales o a la formacion de coagulos de sangre (OMS, 2009).

1. 2. 1. Principales factores de riesgo

La mayoria de las causas de las ECV estan definidas y se conocen. Las causas
mas importantes de cardiopatia y AVC son los llamados 'factores de riesgo
modificables": una dieta inadecuada, la inactividad fisica y el consumo de tabaco.
Los efectos de estos factores pueden manifestarse como 'factores de riesgo
intermedios": el aumento de la tension arterial, la aparicion de DM, alteraciones en
los lipidos de la sangre, el sobrepeso y la obesidad (Paniagua et al., 2007; OMS,
2009). De manera interesante, los factores de riesgo modificables son responsables
del 80% de los casos de cardiopatia coronaria y enfermedad cerebrovascular.
También hay una serie de determinantes subyacentes de las enfermedades cronicas,
es decir, 'las causas de las causas’, que son un reflejo de las principales fuerzas que
rigen los cambios sociales, econdmicos y culturales, como son: la globalizacion, la

urbanizacion, el envejecimiento de la poblacion, la pobreza y el estrés (OMS, 20009.
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1. 2. 2. HIPERTENSION ARTERIAL

La presion arterial alta (hipertension arterial: HA) es un trastorno altamente
frecuente. En México, existen mas de 15 millones de personas con hipertension
arterial (comunicado de prensa SSA. No. 181, 2004), siendo ésta una enfermedad
sistémica y un factor de riesgo para el desarrollo de multiples enfermedades
cardiovasculares y renales entre las que se encuentran la ateroesclerosis, el infarto al
miocardio, la isquemia cerebral, el aneurisma y la hipertrofia cardiaca. En la HA, los
pacientes cursan sin una sintomatologia clara hasta que aparece una o varias de las
complicaciones, de ahi que se le llame “el asesino silencioso”.

La HA es un padecimiento cronico de etiologia variada, que se caracteriza por
el aumento sostenido de la presion arterial, con valores superiores a 140/90 mmHg
(ver tabla 1). La HA es un trastorno hemodinamico (macro y micro vasculares)
provocado por alteraciones en la produccion de sustancias vasodilatadoras,
vasoconstrictoras o ambas, que da como resultado un aumento en las resistencias
vasculares periféricas (Sosa-Luna et al., 2005)

Alrededor del 90% de los casos de HA, la causa es atn desconocida, por lo
cual se le ha denominado hipertension arterial esencial, aunque presenta una fuerte
influencia hereditaria. Ese porcentaje tan elevado justifica el intentar buscar la
etiologia, ya que solo entre el 5y el 10% de los casos existe una causa directamente
responsable de la elevacion de las cifras tensionales. A esta forma de hipertension se
la denomina hipertension arterial secundaria (Zenteno J. C. and Kofman A. S.,

2003).
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TABLA 1. Clasificacion de la hipertension arterial. Se considera como hipertension arterial los valores de
presion arterial sistolica (PAS) mayores que 140 mm de Hg y de presion arterial diastolica (PAD) mayores
que 90 mm de Hg. (Modificada de Chobanian et al., 2003).

Prehipertension 120-139 80-89

Estadio 1 140-159 ylo 90-99
Estadio 2 >160 >100

La relevancia de la HA no reside en sus caracteristicas como enfermedad, sino
en el incremento del riesgo de padecer otras enfermedades cardiovasculares y
renales. Las cifras tensionales altas junto con la hipercolesterolemia y el tabaquismo
constituyen los principales factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis y
para la aparicion de otras enfermedades cardiovasculares.

Actualmente, 691 millones de personas —segn estimados— son afectadas por
la HA en el mundo y la prevalencia de esta patologia, en la mayoria de los paises, se
encuentra entre el 15 y el 30%, y en la poblacion mayor de 50 anos casi el 50% la
padece (Coca A., 1998). Esta enfermedad se relaciona con maltiples factores de
indole economico, social, cultural, ambiental y étnico. El aumento en la prevalencia
se asocia a patrones dietéticos, disminucion de la actividad fisica y otros aspectos

conductuales en su relacion con los habitos toxicos.
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En estudios epidemiologicos se ha concluido que varios factores de riesgo
guardan relacion con la HA, dentro de estos se citan la edad, el sexo, color de la piel,
la herencia, las dietas ricas en sodio, los oligoelementos, factores socioculturales, el
alcoholismo, tabaquismo, la hiperlipidemia y enfermedades como la cardiopatia
isquemia, la enfermedad cerebrovascular y la diabetes mellitus (Cruz-Camacho M.,

2001).

1. 3. SINDROME METABOLICO

Se llama sindrome metabolico (también conocido como sindrome X) al
conjunto de enfermedades o factores de riesgo, en un mismo individuo, que
aumentan su probabilidad de padecer una enfermedad cardiovascular o diabetes
mellitus. La causa del sindrome metabodlico se desconoce, la fisiopatologia es
extremadamente compleja. La mayoria de los pacientes con sindrome metabdlico
son de edad considerablemente muy adulta, son obesos, sedentarios y tienen cierto
grado de resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina desempena una
participacion central en la génesis de este sindrome. La hiperinsulinemia, es decir,
una concentracion elevada de insulina en el plasma sanguineo, resulta ser un factor
de riesgo independiente para la aparicion de enfermedad cardiaca isquémica, ayuda
a la aparicion temprana de la diabetes y a su progresion subsecuente y contribuye a
la aparicion de otras patologias asociadas que se traducen en factores de riesgo

cardiovascular como hipertension arterial (Harano et al., 2002).
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1. 4. LA DIABETES MELLITUS COMO FACTOR DE RIESGO PARA LA HIPERTENSION
ARTERIAL

La Encuesta Nacional de Salud (Olaiz et al., 2000) reporto6 que del total de la
poblacion hipertensa, el 16.4% present6 diabetes mellitus previamente al
establecimiento de la HA, ademas, del total de la poblacion diabética el 46.2%
presentaron posteriormente hipertension arterial.

En la diabetes mellitus tipo 1, la HA puede aparecer como la expresion de la
nefropatia incipiente, a medida que ascienden los niveles de microalbuminuria, con
la pérdida precoz del descenso tensional fisiologico nocturno. En la evolucion de la
nefropatia se elevan progresivamente tanto la PAS como la PAD vy la excrecion de
albumina (Ampudia-Blasco F. J. and Navarro J., 2000; Herrera-Pombo et al., 2005).

En la diabetes mellitus 2, el dano renal es menos uniforme y pueden
apreciarse otras etiologias de la enfermedad renal cronica (nefropatia vascular
hipertensiva, ateroembolia) y hasta en la tercera parte de los adultos con la DM2,
recién diagnosticados, se presenta una enfermedad renal desarrollada previamente,
con la HA y otros factores. Alrededor del 15% de los pacientes llegan a la
insuficiencia renal terminal sin haber presentado albuminuria. Por lo tanto, la
presencia de HA en etapas de prediabetes y en la DM es secundaria a una ECV y/o
renal. En los diabéticos, es comun ver disfuncion autonomica que determina
hipotension ortostatica con o sin hipertension supina (Herrera-Pombo et al., 2005).

El tratamiento empleado para este tipo de pacientes es variado, sin embargo,

en la actualidad se le da una mayor importancia a mantener un riguroso control de la
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presion arterial que al control de la hiperglucemia, con el proposito de prevenir y
reducir la aparicion de enfermedades cardiovasculares (Chobanian et al., 2003;
Sowers J. C., 2001). En este sentido, se ha observado que con el tratamiento
antihipertensivo, disminuye en un 34.0% la aparicion de enfermedades
cardiovasculares. Los antihipertensivos que producen estos beneficios son (Ross S.
and Macleod M. J, 2003):

& Diuréticos tipo tiazida

&® Antagonistas -adrenérgicos

&® Bloqueadores de los canales de calcio

&® Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA’s)
&® Antagonistas del receptor a la angiotensina AT, (ARAs).

Ademas, Sowers J. C., en el 2004 indica que en el caso de los tratamientos que
intervienen en el sistema renina angiotensina tales como: los IECA’s, ARA’s e
incluso los inhibidores de la renina, ayudan a controlar los niveles de presion arterial
y brindan beneficios adicionales, principalmente un efecto protector renal.

La terapia antihipertensiva con los antagonistas del receptor AT, como el
losartan, esta asociada con la prevencion de la insuficiencia renal terminal (Sowers J.
C.,2004) y del desarrollo de hipertrofia cardiaca (Fig. 1) (Schmieder et al., 2007).

En pacientes diabéticos-hipertensos cuya hipertension se trata con IECA’s, tipo
captopril, los reportes indican que hay una disminucion del 48% de muerte, de
dialisis o trasplante de rinon (Levis et al., 1993), una reduccion del 50% de los
niveles de creatinina sérica (Sowers J. C., 2004), asi como una reduccion en la tasa

de progresion de la albuminuria. Ademas, se ha reportado que los IECA’s elevan los
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niveles de bradicinina, la cual estimula la produccion de 6xido nitrico, prostaciclina

y factor hiperpolarizante derivado del endotelio, que pueden potenciar los

Muerte IAM ACVA Mortalidad
ECV no fatal global

beneficios clinicos del tratamiento (Deedwania-Prakash C. M., 2000).

Fig. 1. Beneficios de la terapia antihipertensiva (ARA’s, losartan), en pacientes diabéticos. ECV:
enfermedad cardiovascular; IAM: infarto agudo del miocardio; ACVA: accidente cerebro-vascular

agudo.

1. 5. REGUILACION DE LA PRESION ARTERIAL

Los mecanismos que intervienen en el control de la presion arterial (PA) son
multiples y mantienen una estrecha interrelacion garantizando la homeostasis del
organismo (Fig. 2), estos incluyen (Wyngaarden et al., 1994):

1. El sistema nervioso que acttan rapidamente (segundos) y esta compuesto
por:

11



EDGAR SAUL FIGUEROA GUILLEN [IQB-UMSNH

-Barorreceptores.

-Quimiorreceptores.

-Respuesta isquémica del sistema nervioso central (SNC).
-Receptores de baja presion.

Otros mecanismos:

~Participacion de los nervios y muasculos esqueléticos.
-Ondas respiratorias.

2. Sistemas de regulacion de accion intermedia (minutos), donde intervienen:
-Vasoconstriccion del Sistema Renina-Angiotensina.
-Relajacion de los vasos inducida por estrés.
~Movimiento de los liquidos a través de las paredes de los capilares.
~Vasoconstrictor noradrenalina, adrenalina.
-Vasoconstrictor vasopresina.

3. Mecanismo a largo plazo (horas y dias), debido a:
-Control renal: Sistema renal-liquidos corporales.
-Sistema Renina-Angiostensina-Aldosterona.

Cuando existe un descenso o una elevacion de la presion arterial se estimula
la accion de los barroreceptores (PA de 60 a 180 mm de Hg), estos se localizan en las
paredes de las grandes arterias (la aorta y la carotida) y son sensibles a cambios de
presion, aunque responden con mayor eficacia a los aumentos bruscos de PA que a
las disminuciones de la misma. El aumento de la PA inhibe el centro vasomotor
bulbar y excita el vago, produciendo vasodilatacion periférica, la disminucion de la
frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion con la consiguiente disminucion de la
PA y disminucion del gasto cardiaco (GC) (Ganong W. F., 1990). El estimulo de los
barorreceptores desencadena un reflejo inmediato que produce una fuerte descarga
simpatica a todo el organismo, reduciendo al minimo la presion en el encéfalo y en la

parte superior del cuerpo (Fig. 2) (Guyton A. C. and Hall . E., 2006)

12
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Fig. 2. Principal circuito en la regulacion de la presion arterial. Un descenso de la presion arterial
provoca la activacion de los reflejos barorreceptores, la cual a su vez estimula la liberacion de
noradrenalina del SNC mediante una descarga autonomica, la cual ejerce accion en los rifiones, el
corazon y los vasos sanguineos, aumentando la PA. Ademas, en los rinones se desencadena la
liberacion de renina, parte del SRA que tiene como producto final la produccion de ANG II, potente
vasoconstrictor, ademas de regular de manera negativa el sistema. (Modificada de Guyton A. C. and
Hall J. E., 2006)

Normalmente, la mayor parte del control nervioso de la PA se lleva a cabo por
reflejos que se originan en los barorreceptores, los quimiorreceptores y los
receptores de baja presion. E1 SNC estimula la liberacion de noradrenalina (descarga
autonomica), la cual estimula el sistema vasoconstrictor simpatico, vasomotor y
otras zonas de la sustancia reticular del tallo cerebral que transmiten impulsos por
los nervios esqueléticos a todos los musculos del cuerpo, produciendo un aumento

del tono muscular que conlleva la compresion de los reservorios venosos que
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desplazan la sangre al corazon con aumento del GC y de la PA (Ganong W. F., 1990;
Guyton A. C. and Hall J. E., 2006)

Ademas del control nervioso de la PA existen sistemas humorales que
participan en la regulacion de ésta como el SRA, que es un elemento importante de
los mecanismos interrelacionados que regulan la hemodinamica y el equilibrio de
agua y electrolitos (Jackson and Garrison, 1996). Los factores que activan el SRA
incluyen: la disminucion del volumen sanguineo, la presion de perfusion renal y la
concentracion de sodio en el plasma. El mediador mas importante del SRA es la
angiotensina II (Ang II) y el factor limitante en la formacion de esta hormona es la
produccion de renina cuya fuente principal es el rindn. La renina es una enzima
proteolitica sintetizada, almacenada y secretada a la circulacion arterial renal por las
células yuxtaglomerulares que se encuentran en las paredes de la arteriola aferente
en la entrada del glomérulo (Cruz-Merida, et al, 2004). La Ang II tiene como
funciones principales aumentar la actividad simpatica, la reabsorcion de sodio y
cloruro, retencion de potasio y la subsecuente retencion de agua. Ademas, en la
corteza adrenal estimula la produccion de aldosterona que, a su vez, en el rinon
ayuda a la retencion-excrecion de iones (principalmente Na’) y agua. Sin embargo,
su principal funcion es la vasoconstriccion (Cruz-Merida, et al., 2004).

El SNC juega un papel muy importante en la regulacion de la presion, pero en
estudios recientes (Figueros-Guillén et al., 2009), se ha eliminado la influencia del
SNC (modelo de rata descerebrada y desmedulada) con el proposito de analizar la

respuesta presora periférica donde participan otros sistemas importantes en la
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regulacion de la presion arterial como el SRA. La respuesta presora periférica efecto

de presion que ejerce la sangre sobre la pared del vaso la cual es dada por la PAD.

1. 6. E1 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

El SRA tiene una participacion importante en la homeostasis cardiovascular,
la regulacion de electrolitos y de fluidos, y se ha implicado como un agente causal
en el desarrollo de la HA. La renina es una enzima aspartil proteasa producida en las
células granulares del aparato yuxtaglomerular renal a partir de un precursor, la
pro-renina (Campbell D. J., 2008). Actaa sobre su sustrato el angiotensinogeno, una
glucoproteina de 452 aminoacidos de la familia de las alfa-2-globulinas, sintetizado
en el higado y lo transforma en el decapéptido denominado Angiotensina I (Ang 1)

(Fig.3) (Campbell D. J., 2008).

(7~ TR

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-ProPhe-His-Let-LonMal-Tyr |

| ———— Renna

Asparg-Val-Tyr-lle-His-PraPhe-His Leu

l
| Angiotensinall

Aspd rg-VakTyrlla-His-ProFha

R

=
[ vasoconstriccién E

Fig. 3. Sistema Renina-Angiotensina clasico: El angiotensinogeno liberado del higado, es degradado
a ANG 1 (decapéptido) mediante la renina (aspartil proteasa), la cual es secretada del aparato
yuxtaglomerular. La ANG I es transformada a ANG II (octapéptido) mediante la ECA (enzima
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convertidora de angiotensina), La ANG II media sus efectos mediante dos tipos de receptores (AT, y
AT,), siendo su accion principal la vasoconstriccion mediante el receptor AT;. (Tomado de Carey R.
M. and Siragi H. M., 2003)

La Ang I es transformada en Ang 11, un octapéptido, por medio de una enzima
dipeptidil-carboxipeptidasa ubicada en la membrana de las células endoteliales,
llamada enzima convertidora de angiotensina (ECA). La Ang II es un péptido
excitador del SNC con efectos en diferentes focos que incluyen el hipotalamo y el
bulbo, la médula espinal, los ganglios simpaticos y las terminaciones nerviosas.
Ademas, la Ang II inhibe la funcion barorrefleja (Carey R. M. and Siragi H. M.,
2003). A nivel central, la Ang II genera efectos sobre la presion arterial. Una vez
sintetizada la Ang II, media sus efectos mediante el estimulo de dos tipos de
receptores de la membrana plasmatica, el AT,y el AT, (Fig. 3), ambos receptores
pertenecen a la familia de receptores de siete dominios transmembranales acoplados
a proteinas G (Touyz R.M. and Schiffrin E.L., 2000), al receptor AT se le atribuyen

la mayoria de los efectos a la Ang IL.

1. 6. 1. MECANISMO VASOCONSTRICTOR DE LA ANGIOTENSINA II

En general, la contraccion del musculo liso vascular esta regulada,
principalmente, por la activacion de receptores a estimulos y de las proteinas
contractiles. En respuesta a estimulos especificos, la concentracion intracelular de
calcio aumenta y el cation se combina con calmodulina, formando un complejo que
activa a la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK), la cual fosforila a la cadena

ligera de la miosina, permitiendo la formacion del puente cruzado de actina y
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miosina. El Ca™ intracelular aumenta por la liberacion desde el reticulo
sarcoplasmico y por la entrada del cation a la célula a través de los canales de Ca™,
La Ang II, a través de su receptor AT, estimula la hidrolisis del
fostatidilinositol 4,5-difosfato en el musculo liso vascular por la fosforilacion de
tirosina cinasa, mediante la fosfolipasa C-y, dando como resultado la formacion de
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y de diacilglicerol (DAG), que son segundos
mensajeros intracelulares. El IP3 activa la liberacion de Ca+” de los almacenes
intracelulares a través de los receptores a IP3 (IP3R), mientras que el DAG activa a
la proteina cinasa C (PKC) incrementando, por la estimulacion de ambas vias, la
concentracion intracelular de Ca™. El DAG se deriva de la accion de la fosfolipasa C-
v1 pero también de la conversion del acido fosfatidico producida por la fosfolipasa D.
La PKC actua potenciando a una proteina inhibidora de la fosfatasa de proteina tipo
1 (CPI17) e inhibe directamente la actividad de la fosfatasa de la miosina de cadena
ligera (MLCP), a través de la via RhoA/Rho-cinasa (Kanaide et al., 2003). La
inhibicion de la fosfatasa de la MLCP causa una mayor amplitud de fosforilacion de
la miosina para una elevacion de Ca™, es decir, sensibiliza el miofilamento a la
accion del Ca”". La PKC unida al Ca™ promueve la expresion de factores de
transcripcion tales como c-fos, c-mycy c-jun (Schneider M. D. and Lorell B. H., 2001,
Booz G. W., 2004), vinculados con la hipertrofia cardiaca. También se estimula la
transcripcion del PDGF-A (Factor-A de crecimiento derivado de plaquetas) y del
TGFp (Factor-p de crecimiento transformando). El receptor AT, también activa la

2 3
entrada de Ca" a través de canales membranales.

17



EDGAR SAUL FIGUEROA GUILLEN [IQB-UMSNH

1. 6. 2. EL RECEPTOR AT,

El AT, es un receptor de la familia de receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a las proteinas G (GPCR), que interviene en multiples
rutas de senalizacion intracelulares que involucran al calcio, a los fosfolipidos, a las
cinasas y a las especies reactivas de oxigeno. Los receptores AT se encuentran en las
glandulas suprarrenales, en el cerebro, en el rinon, en el musculo liso vascular y en el
corazon (Risler et al., 1998). De manera interesante, el receptor AT, se expresa en
todos los 6rganos que participan en la regulacion de la presion arterial. En el sistema
vascular, la estimulacion del receptor AT, produce vasoconstriccion intensa. En el
rifnon, la activacion de éste receptor provoca vasoconstriccion y un aumento de la
reabsorcion tubular de sodio, mientras que en la glandula suprarrenal induce la
liberacion de aldosterona que, a su vez, promueve la retencion de sodio. En el
cerebro, los receptores AT, intervienen en la respuesta vasopresora y en la

regulacion de la sed, el apetito por la sal y la liberacion de vasopresina (Risler et al.,

1998).

1. 6. 3. El RECEPTOR AT,

Los receptores AT, se encuentran en grandes cantidades en los tejidos fetales
y disminuyen gradualmente después del nacimiento. Los receptores AT, inhiben el
crecimiento celular e inducen apoptosis y participan en la antiproliferacion de
células endoteliales de las arterias coronarias e inhiben a la neointima y la

diferenciacion celular (Mukoyama et al., 1993).
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Henrion et al., (2001) reportaron que la estimulacion del receptor AT, (in
vitro) induce la produccion de oxido nitrico, es decir, puede tener un efecto
vasodilatador. En el mismo estudio se muestra que la estimulacion del receptor AT,
inhibe el crecimiento y la proliferacion del musculo liso vascular y cardiaco,
estimula la apoptosis y promueve la sintesis de la matriz extracelular. In vivo, la
estimulacion cronica del receptor AT, produce hipertrofia cardiaca y fibrosis
(Henrion, et al., 2001).

Ademas de la expresion de receptores AT, en el periodo embrionario/fetal se
ha reportado que estos son sobre expresados en fibroblastos cardiacos ubicados en
las zonas con fibrosis en la insuficiencia cardiaca en la rata. Por otro lado, se ha
reportado que estos receptores ejercen accion anti-AT,; durante la progresion de la
fibrosis, inhibiendo el metabolismo del colageno y el crecimiento de los fibroblastos
durante la remodelacion cardiaca. Tanto los receptores de Ang II como los B

adrenérgicos comparten mecanismos de regulacion hacia abajo (Ohkubo et al.,

1997).

1. 6. 4. EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA EN LA DIABETES MELLITUS Y EN LA
HIPERTENSION ARTERIAL

Los agentes que intervienen en el SRA tales como los IECA’s y ARA’s se han
empleado con éxito en el tratamiento de la hipertension arterial y de otras
enfermedades cardiovasculares (Tabla 2-3). Los antagonistas AT;, como el losartan,

interfieren con el SRA al bloquear especificamente las acciones de la Ang 11
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TABLA 2. Beneficios del bloqueo del SRA con IECA’s en pacientes con diabetes mellitus (Segura,
2004).

AUTOR FARMACOS  PACIENTES RESULTADOS

Lewis®™ Captopril ~ Diabéticos tipo 1 con nefropatia ~ Reduccidn tasa de progresion de [a IRC
Reduccion mortalidad y morbilidad
Lebovitz™  Enalapril  Diabéticos tipo 2 con nefropatia  Preservé mejor el descenso de la TFG
Ravid ™ Enalapril  Diabéticos tipo 2 normotensos con  Reduccidn del 42% del riesgo de
microalbuminuria desarrollar nefropatia

IRC: Insufictencia renal crénica; TFG: Tasa de fltrado glomenddar; PA: presion arterfal

mediadas por el receptor AT, (Griendling et al., 1996; Timmermans et al., 1993;
Unger et al., 1996). Por otro lado, los inhibidores de la ECA interfieren con el SRA al
inhibir la generacion de la Ang I1 y potenciar los efectos relajantes de la bradicinina,
que son dependientes del 0xido nitrico, al inhibir su degradacion (Linz et al., 1995).
La Ang I generada por el SRA tiene una participacion importante en la
regulacion de la presion arterial sistémica. Se ha reportado que los componentes del
SRA, como la actividad de la renina plasmatica, la concentracion plasmatica de
angiotensinogeno (Ruiz et al, 1990; Zicha, J. and Kunes, J., 1999) y la liberacion de
renina renal estan aumentados en ratas espontaneamente hipertensas jovenes, lo
que sugiere que estos componentes del SRA podrian contribuir a la patogénesis de
la hipertension espontanea (Zicha, J. and Kunes, J.,1999; Henrich W. L. and Levi M,,

1991).

20



EDGAR SAUL FIGUEROA GUILLEN [IQB-UMSNH

El bloqueo del SRA se acompana de una reduccion de los niveles de presion
arterial, que contribuye a la reduccion del riesgo cardiovascular global en los
pacientes con insuficiencia renal y en el retardo de la progresion de la misma.
Ademas, los farmacos que bloquean dicho sistema, los inhibidores de la ECA y los
ARA’s aportan efectos nefroprotectores independientes de la reduccion de los

niveles de la presion arterial (Tabla 2-3).

TABLA 3. Beneficios del bloqueo del sistema renina angiotensina con ARA’s en pacientes con
diabetes mellitus (Segura, 2004).

AUTOR, Rei  FARMACOS PACIENTES RESULTADOS
Parving ™ IrDesartdn Diabéticos tipo 2 con  Retraso en la progresion de |a nefropatia
microalbuminuria
Lewis ™ Irbesartdn Diabéticos ipo 2 con  Reduccion del 23% del riesgo de duplicar los
Amlodipino nefropatia niveles de creatinina, requerir didlisis o fallecer
Brenner™  Losartin Diabéticos tipo 2 con  Retraso en a progresion de [a IRC
nefropatia
Vibertj Valsartin Diabéticos tipo 2 con  Redluccion de la excrecidn urinaria
Amlodipino microalbuminuria de alpdmina

IRC: Insuficiencia renal cronica; PA: presin arterfal.

Por lo anterior, el beneficio del bloqueo del SRA en los pacientes con factores
de riesgo cardiovascular no solo esta dado por el control de la presion arterial. Cabe
resaltar que los IECA’s y los ARA’s son la mejor intervencion demostrada para
disminuir los dafios producidos por la hipertension arterial, la arteriosclerosis y la

diabetes mellitus en los 6rganos blanco (Segura J., 2004).
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1. 7. DEFICIENCIA DE OXIDO NiTRICO EN LA HIPERTENSION ARTERIAL

El oxido nitrico (NO) desempena un papel importante en la fisiologia, en la
regulacion y en el control de procesos tales como la presion arterial y el tono
vasomotor, las interacciones entre el endotelio y las plaquetas, la neurotransmision,
el control de la proliferacion y la inmunomodulacion. La disfuncion en la formacion
del NO y/o un incremento en el metabolismo del mismo desempenan una
participacion en la patogénesis de la hipertension y de otros desordenes
cardiovasculares (Torok J., 2008). La deficiencia en la formacion del 6xido nitrico
parece ser el comun denominador que subyace a la disfuncion endotelial en varias
formas de hipertension arterial experimental (Torok J., 2008) y en la hipertension
en el humano (Wimalawansa S. J., 2008).

Ademas, se conoce que la inhibicion de la sintesis del NO produce una
elevacion de la presion arterial e incrementa las resistencias vasculares periféricas
que se asocian con cambios posteriores, tanto funcionales como estructurales
(Gardiner et al., 1990; Ribeiro et al., 1992; Bernatova et al., 1999).

La administracion en ratas adultas, a largo plazo, de los derivados de la L-
arginina, principalmente el No-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), produce
disfuncion endotelial incrementando la respuesta vascular, la estimulacion
adrenérgica y la inflamacion perivascular (Torok J. and Gerova M., 1996; Holécyova
et al., 1996; Pechanova et al., 1999; Hsieh, et al., 2004). En este sentido, el L-NAME

provoca una deficiencia cronica de la produccion de NO en ratas, es un agente
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vasoconstrictor endotelial y, de esta manera produce hipertension arterial
(Figueroa-Guillén et al., 2009; Rivera-Jardon et al., 2009). Ademas, se ha sugerido
que el SRA y el sistema nervioso simpatico (Hsieh et al,, 2004) parecen estar
involucrados en la hipertension inducida por L-NAME (Torok et al., 2008). Sin
embargo, la produccion deficiente de NO parece ser el factor responsable principal

en la hipertension inducida por L-NAME.
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11. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus y la hipertension arterial son padecimientos importantes
y son los principales factores de riesgo para padecer enfermedades cardiovasculares.
Las enfermedades cardiovasculares son el problema de salud publica mas
importante en las naciones industrializadas y actualmente, en México, ocupan el
primer lugar de las causas de morbilidad y mortalidad del paciente adulto. Se estima
que 15 millones de mexicanos padecen hipertension arterial y mas de la mitad de los
pacientes lo ignora. Mientras que existen aproximadamente 25 millones de
mexicanos diabéticos.

Se ha reportado que las intervenciones farmacologicas al sistema renina
angiotensina tienen un efecto protector sobre el aumento de la PA en etapas
tempranas de la hipertension arterial y, en pacientes con diabetes mellitus,
previenen de la nefropatia diabética asi como de la hipertrofia cardiaca. Sin
embargo, los mecanismos que subyacen a estos fenomenos no se han esclarecido.

Por lo anterior, resulta interesante estudiar los mecanismos que condicionan
la elevacion de la presion arterial y el establecimiento de la hipertension
concomitante o secundaria a la diabetes mellitus, especificamente, la participacion

del sistema renina angiotensina en la co-morbilidad de estas patologias.
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III. HipOTESIS

La diabetes mellitus y la hipertension arterial inducen un aumento en la

respuesta presora periférica a la angiotensina II.

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la diabetes mellitus y de la hipertension arterial en la

respuesta presora periférica a la angiotensina II.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de la diabetes mellitus y de la hipertension arterial en la

respuesta presora periférica a la angiotensina II.

2. Determinar el efecto del captopril sobre la respuesta presora periférica a la

angiotensina II en ratas con diabetes mellitus e hipertension arterial.

3. Determinar la participacion del receptor AT, en la respuesta presora periférica de

ratas con diabetes mellitus e hipertension arterial.
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VI1: MATERIALES Y METODOS

6. 1. Animales

Se usaron ratas Wistar macho de 200-250 g. Todos los procedimientos
experimentales se aprobaron por el Comité de Etica Institucional y se realizaron de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de
laboratorio (NOM-062-ZO0-1999, Secretaria de Agricultura, México), y se

aprobaron por el comité institucional de uso y cuidado de animales.

6. 2. Grupos experimentales

Antes del inicio de los tratamientos las ratas se dividieron en 8 grupos: (1)
Control (agua de beber), (2) Captopril (20 mg/kg/dia en el agua de beber), (3)
Hipertenso (L-NAME 50 mg/kg/dia en el agua de beber), (4) Hipertenso +
Captopril, (5) Diabético (Estreptozotocina 55 mg/Kg i.p. tnica dosis 48 h antes del
inicio del tratamiento), (6) Diabético + Captopril, (7) Hipertenso + Diabético. (8)
Hipertenso + Diabético + Captopril. Los animales se pesaron y se midio el consumo

de agua diariamente para ajustar la dosis de los farmacos.

6. 3. Valoracion de la presion arterial y la concentracion de gliucosa
Para determinar la presion sanguinea en las ratas se utilizé6 un medidor de
presion automatico LLE 5007 (LSi, LETICA scientific Instruments). Las ratas se

colocaron en inmovilizadores de acrilico, dejando libre la cola para colocarles un
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manometro, posteriormente, se introdujeron a un ambientador y registrador LE
565016, a una temperatura de 37 ‘C para que se dilataran los vasos y poder registrar
la presion. Los valores fueron determinados con el software Chart 4 para
Windows®. Se consideraron ratas hipertensas aquellas con valores superiores a 140
mm de Hg.

En cuanto a la concentracion de glucosa se utilizo6 un glucometro y se

consideraron como ratas diabéticas las que presentaron valores superiores a 200

mg/dL.

6. 4. Preparacion del modelo de rata descerebrada y desmedulada

Las ratas se anestesiaron con éter etilico utilizando una camara de exposicion
y una campana de extraccion, posteriormente, se realizo una traqueotomia con el
objetivo de dar respiracion asistida, empleando una bomba de respiracion (Hugo
Basile®; con 2cc/100g de peso del animal) y se prosiguio a descerebrar y desmedular
las ratas con ayuda de un estilete metalico, introduciéndolo por la auricula del ojo
para llegar a cerebro; y después se localizo el agujero magno, donde se introdujo el
estilete para destruir la médula espinal y, de esta manera, eliminar la influencia del
sistema nervioso central.

Posteriormente, se canulo la arteria carotida izquierda para medir la presion
sanguinea y la frecuencia cardiaca con ayuda de un transductor de presion (Grass)

acoplado a un sistema de adquisicion de datos (Biopac), mientras que la carotida
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derecha se cerro y se canulo la vena femoral derecha para la inyeccion de los
farmacos.
6. 5. Respuestas presoras a la angiotensina I1

Con el proposito de determinar el efecto presor vascular, se realizaron curvas
dosis-respuesta a la angiotensina II (1x10° - 3.2x10” mg/Kg) en el modelo de rata
descerebrada y desmedulada, en ausencia y presencia de losartan (1 y 3 mg/ml/Kg)
para antagonizar a los receptores a la angiotensina AT; (una curva por animal). En
este modelo se puede medir la resistencia de la vasculatura sin la influencia del
sistema nervioso central.

Los resultados fueron registrados con el programa AcqKnowledge 3.9.0
donde se registro la presion arterial diastolica, la frecuencia cardiaca. La PAD se
empled debido a que ésta es el mejor indicador de las resistencias vasculares

periféricas y los incrementos observados en la PAD fueron graficados.

6. 6. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron graficamente como el promedio + el error
estandar (Sigma Plot 8.02). Posteriormente, los datos fueron sometidos a un analisis
de varianza de 2 vias para la comparacion entre grupos mediante el programa Sigma
Stat 3.0 (Advisory Statistical Software). Ademas, se calculo el efecto maximo (E,.x)
y la concentracion efectiva 50 (CEsy) utilizando regresiones no lineales con
parametros farmacodinamicos empleando el programa WinNonlin™ profesional

version 2.1
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En cuanto a los resultados de los concentracion de glucosa y presion arterial
sistolica, por tratarse de variables con distribucion normal y ser de tipo continuo, se

utilizé6 un ANOVA de una via. Para todos los resultados obtenidos se tomd como

nivel de significancia estadistica un valor de p<0.05.
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VII. RESULTADOS

7. 1. Concentraciones de Glucosa sanguinea

Para la validacion de la presencia de diabetes mellitus en los animales a los
que se inyectd estreptozotocina, se realizaron mediciones de los valores de glucosa.
Los valores de glucosa se mantuvieron en los limites normales en el grupo de
animales que no recibieron estreptozotocina. Contrariamente, en los grupos de
animales que recibieron estreptozotocina (grupos DM, DM/captopril, DM/HA y
DM/HA/captopril) los valores de glucosa fueron superiores a 400mg/dL, desde las
48 horas posteriores a la inyeccion de la estreptozotocina y se mantuvieron asi hasta
el final de los diversos tratamientos (Fig.4). Lo anterior muestra que los como
grupos de animales considerados como diabéticos realmente tuvieron hiperglicemia.
Por otro lado, podemos observar que los tratamientos no tuvieron ningtn efecto

sobre los niveles plasmaticos de glucosa (Fig.4).

7. 2. Presion Arterial

Se midio la presion arterial a los animales de todos los grupos experimentales
mediante un método no invasivo (pletismografico) en la arteria caudal de la rata 48
h antes del inicio del tratamiento, el dia del inicio del tratamiento, a los 8 y a los 15
dias después del inicio del tratamiento.

En los animales de los grupos que no recibieron captopril podemos observar

que, no se presento6 ningtin cambio en las dos primeras mediciones (valores de PAS
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Fig. 4. Curso temporal de la concentracion de glucosa sanguinea en los grupos control, captopril,
HA, HA/captopril, DM, DM/captopril, DM/HA y DM/HA/captopril. La DM se indujo con
estreptozotocina (60mg/Kg i.p.; dosis tinica). n=6

de alrededor de 110 mm Hg), sin embargo, a los 8 dias se observé un aumento
estadisticamente significativo (p<0.01) en la PAS el grupo hipertenso (HA) y en el
Diabético/hipertenso (DM/HA) (1461 + 1.8 mm Hg y 1382 + 3.5 mm Hg,
respectivamente); a los 15 dias se observo un incremento mayor (p<0.05) alcanzando
valores finales el grupo (HA: 155.1 + 2.1 mm Hg y DM/HA: 145 +3 mm Hg) (Fig.5).

Con lo anterior podemos apreciar que los animales que fueron considerados como

hipertensos presentaron cifras de PAS de hipertension.
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Fig. 5. Curso temporal de la presion arterial sistolica. Grupo control (circulos rojos), HA
(triangulos naranjas), DM (cuadrados verdes) y DM/HA (rombos verdes). La DM se indujo con
estreptozotocina (60mg/Kg ip.; dosis tnica). La HA se indujo con L-NAME (75 mg/Kg/dia/2
semanas).n=0

7. 3. Efecto del captopril sobre la presion arterial

Para observar el efecto del captopril (antihipertensivo, un inhibidor de la
enzima convertidora de angiotensina) se administro éste en el agua de beber
durante 15 dias a los distintos grupos. En el grupo control tratado con captopril, se
pudo observar que la PAS se mantuvo en los niveles normales hasta los 8 dias de
tratamiento, sin embargo, a los 15 dias de tratamiento se observo una caida de la PAS
(96.84 + 126mmHg; p<«0.01 vs. control) (Fig.6). Sin embargo, es importante
mencionar que a pesar de la disminucion los valores de PAS, estan estos dentro de

los valores normales de presion. En los grupos HA/captopril y DM/HA se observo un
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Fig. 6. Curso temporal del efecto del captopril sobre la PAS. (A) Grupo control (circulos rojos), HA
(triangulos naranjas), Captopril (cuadrados verdes) y HA/Captopril (rombos verdes). (B) DM
(circulos  rojos), DM/HA (triangulos naranjas), DM/Captopril (cuadrados verdes) vy
DM/HA/Captopril (rombos verdes). En los grupos con captopril el tratamiento se realizo con 30
mg/Kg/dia/2 semanas. n=6
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aumento de la PAS, estadisticamente significativo, con respecto al grupo control a
los 8 y 15 dias del tratamiento y el captopril fue capaz de prevenir este aumento en

ambos grupos, manteniendo niveles de PAS de normotension (Fig. 6).

7. 4. Curvas dosis-respuesta a Ia angiotensina Il

Empleando el modelo de rata descerebrada y desmedulada, se montaron
curvas dosis-respuesta a la Ang II. Se observo que la angiotensina II provocod un
aumento en la respuesta contractil periférica, dependiente de la dosis, en animales
de todos los grupos hasta alcanzar un efecto maximo (E,.x) (Fig. 7). Ademas, se
pudo observar un desplazamiento de las curvas a la izquierda en el grupo HA, DM y
DM/HA que nos indica una mayor sensibilidad a la Ang II en estos grupos(Fig. 7).

La curva del grupo HA presenta ademas del desplazamiento a la izquierda un
incremento en el efecto maximo. Los datos mostrados en la fig. 7 nos sugieren que

existe una hipersensibilidad a la Angiotensina I1.

7. 5. Efecto del captopril sobre la curva dosis-respuesta a la angiotensina IT

En la figura 8 se observa que la angiotensina I produjo un aumento en la
respuesta presora, dependiente de la dosis. Ademas, se aprecia un desplazamiento
de las curvas hacia la izquierda con respecto al grupo control, en todos grupos. Los
valores de pD, mostraron que este desplazamiento fue estadisticamente significativo
(p«0.01), sin observarse otras diferencias entre los grupos ni debidas al tratamiento

con captopril (Fig. 8).
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Fig. 7. Curva dosis-respuesta a la Ang II en el modelo de rata descerebrada y desmedulada, en
animales de los grupos: control, HA, DM y DM/HA. Cada punto representa el promedio + el error
estandar de 5 - 7 animales. n=6
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Fig. 8. Efecto del captopril sobre las curva dosis-respuesta a la ANG II en rata descerebrada y
desmedulada. (A) Grupo control, Grupo HA, Grupo Captopril y Grupo HA/Captopril. (B) Grupo
DM. Grupo DM/HA. Grupo DM/Captopril. Grupo DM/HA/Captopril. n=6
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7. 6. Antagonismo del losartan.

Se realizaron curvas dosis-respuesta a la Ang I, en presencia de losartan (1-
3mg/Kg), un antagonista selectivo del receptor AT, La figura 9 muestra el
antagonismo del losartan, evidenciado como un desplazamiento de las curvas dosis
respuesta a la derecha con respecto a sus controles. En el grupo control y el grupo
HA (Fig. 9A y 9C, respectivamente) observamos que un 1 mg/Kg de losartan no
produjo desplazamiento de la curva, sin embargo, la dosis de 3 mg/Kg produjo un
desplazamiento, siendo éste mas marcado en el grupo HA (Fig. 9C).

Por otra parte, en los grupos captopril y HA/captopril se observo que hay un
desplazamiento de la curva hacia la derecha, dependiente de la dosis de losartan
(Fig. 9B y 9D, respectivamente). Estos desplazamientos indican que hay una mayor
sensibilidad por el losartan, es decir, que hay una participacion mayor del receptor
AT, en la respuesta presora a la Ang 11, en estos grupos.

En presencia de la diabetes mellitus, se observo que el losartan produjo un
desplazamiento dependiente de la dosis, es decir, a una dosis mayor se registré un
desplazamiento mayor (Fig. 10A). De manera interesante, se puede observar que el
antagonismo del losartan produjo un bloqueo mayor de la respuesta a la Ang Il en
los grupos de animales diabéticos (DM, DM/HA, DM/captopril vy
DM/HA/captopril) con respecto a los no diabéticos (Fig. 9A-D; Fig. 10A-D),
indicando que la diabetes mellitus activa al sistema renina angiotensina

involucrando una mayor participacion del receptor AT;.
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Fig. 9. Efecto del losartan, agonista selectivo AT, sobre la curva dosis-respuesta a la angiotensina II
(agonista AT,) en rata descerebrada y desmedulada. (A) Grupo control. (B) Grupo HA. (C) Grupo
Captopril. (D) grupo HA/Captopril. n=6
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Fig. 10. Efecto del losartan, agonista selectivo AT, sobre la curva dosis-respuesta a la angiotensina
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VIII. DiscusioNn

En el presente trabajo tratamos de determinar el efecto de la diabetes mellitus
y de la hipertension arterial en la respuesta presora periférica, esto observando el
efecto del captopril sobre la respuesta presora periférica a la angiotensina II en ratas
con diabetes mellitus e hipertension arterial en el modelo de rata descerebrada y

desmedulada y la participacion del receptor AT, en estas mismas condiciones

Entre los principales hallazgos de la presente investigacion se incluyen:

A nivel funcional, se encontr6 la presencia de hiperreactividad o
hipersensibilidad a la angiotensina II en animales de todos los grupos con respecto
al control, el cual fue evidenciado por un aumento en el efecto maximo (grupo HA) y
una sensibilidad mayor a la angiotensina II (todos los tratamientos), siendo esta
ultima mas marcada en los grupos que presentaron DM.

Ademas, se encontro6 que el receptor AT, participa, de manera importante, en
la hiperreactividad a la angiotensina Il evidenciada por el efecto del antagonismo
con el losartan, observandose el efecto mas pronunciado en los grupos que se les

administro captopril y a los que se les indujo diabetes mellitus.

8. 1. HIPERREACTIVIDAD A LA ANGIOTENSINA II

En el presente estudio (Fig. 5) se demuestra que la inhibicion de la sintesis de

NO produce hipertension, de manera aguda, en la rata y que en este tipo de
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hipertension participa el sistema renina angiotensina (Fig. 7), especialmente,
mediante una respuesta a la Ang Il mayor mediada receptor AT, (Fig. 9B), a nivel
funcional (Rivera-Jardon, et al., 2009).

Nuestros resultados (Fig.5) concuerdan con estudios previos reportados en la
literatura, en donde se demuestra que el bloqueo cronico con NO produce
hipertension (Bernatova, et al., 1999), probablemente debido a la activacion de SRA,
en este modelo (Qiu et al., 1994). Una aportacion original (no reportada en la
literatura) del presente trabajo es que la hipertension se produce desde la primera
semana de tratamiento (efecto agudo) (Fig.5), es decir, no se necesita de administrar
un tratamiento cronico para ver los efectos de la hipertension y/o estudiar los
mecanismos que disparan esta patologia.

En este sentido, nuestra propuesta puede resultar ser muy util en el estudio
cronologico de la HA. La gran mayoria de los estudios sobre la HA se realiza cuando
la patologia ya esta establecida y pocos se concentran en el estudio de las causas que
la originan. El hecho anterior permite apreciar que los resultados del presente
trabajo también pueden servir para explorar los mecanismos involucrados en la
génesis de la HA y con el conocimiento de los mismos, permitir el disefio de
estrategias terapéuticas encaminadas a la prevencion de esta patologia.

La hipersensibilidad a la Ang II observada en las ratas hipertensas inducidas
con L-NAME (Fig. 7) se puede explicar, al menos en parte, por un aumento de la
expresion del receptor AT, de la vasculatura y/o en el nivel renal (Fig. 9B). Ademas,

refiriéndose al mismo tema, existente reportes donde la deficiencia en la produccion

41



EDGAR SAUL FIGUEROA GUILLEN [IQB-UMSNH

de NO genera la activacion del sistema renina angiotensina, provocando una
hiperreactividad a la ANG 1II en la vasculatura periférica, probablemente atribuida a
un aumento en la expresion del receptor AT, (Figueroa-Guillén et al., 2009).

Por otro lado, en cuanto a los grupos diabéticos se observo que la diabetes
mellitus induce la activacion del sistema renina angiotensina en etapas tempranas
de ésta (15 dias) , observado por un desplazamiento de la curva hacia la izquierda
con respecto al grupo control (Fig. 7 y 8B), lo cual indica un aumento en la
hipersensibilidad a la Ang 11, debido probablemente a que tanto en los pacientes con
diabetes como en la hipertension, las microvasculatura sufre un severo
remodelamiento hipertrofico que puede ser resultado de la hiperactividad del RAS
(Levy et al., 2008). Ademas, se ha visto que al inicio de un estado hiperglucémico
existe una estimulacion del sistema renina angiotensina como respuesta
compensatoria a la natriuresis y a la diuresis inducida por la glucosa, siendo ésta
activacion esencial para prevenir una disminucion en la presion arterial (Brands et
al., 2008).

En los grupos tratados con captopril, se observo una hipersensibilidad
inducida por este antihipertensivo. Ademas, el tratamiento de las ratas con
captopril, evito el desarrollo de la hipertension (Fig. 6), en algunos reportes se ha
sugerido que el captopril previene de la hipertrofia del ventriculo izquierdo en ratas
tratadas con L-NAME, sin interferir con la inhibicion de las sintasas de NO

(Pechanova et al., 1997, Pechanova et al., 1999(a)). Estos datos sugieren que el SRA
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desempefia una participacion importante en el desarrollo de la hipertension arterial
y de la hipertrofia cardiaca.

Ademas del efecto descrito anteriormente, el captopril produjo
hipersensibilidad a la angiotensina II (Fig. 8) en los grupos que recibieron este
tratamiento. En algunos estudios se ha comprobado que la Ang Il y la ECA
desemperian un importante papel en el engrosamiento de la capa neointima de los
vasos sanguineos, es decir, participa en el remodelamiento vascular que se produce
cuando hay dano, re-estenosis, HTA, aterosclerosis y formacion de aneurisma. Este
fenomeno esta mediado por el receptor AT, a través de vias como la MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) y la NADPH oxidasa (Heeneman et al.,
2007). El remodelamiento vascular que conduce a la formacion de aneurisma es
contrarrestado por la inhibicion de la ECA y se estima que estan involucradas las
métaloproteinasas de la matriz extracelular (Heeneman et al., 2007).

Los IECA son capaces de disminuir la resistencia periférica a la insulina, esto
se traduce en la clinica en efectos metabolicos favorables (Dominguez et al., 1986,
Janch et al., 1987). Por tanto, el captopril y otros IECA pueden disminuir la
resistencia a la insulina, al aumentar la sensibilidad a la insulina en los tejidos
periféricos, en particular en el musculo esquelético, tanto en los pacientes
hipertensos esenciales como en los diabéticos (Kodama et al., 1990). La disminucion
de la resistencia a la insulina produce una disminucion de las necesidades diarias de

insulina y mejora el control metaboélico (Janch et al., 1987)..
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Sin embargo, con los datos obtenidos en el presente trabajo no podemos
descartar que la hipersensibilidad a la Ang IT pueda deberse a cambios en la afinidad
de los receptores AT), a los efectos antimuscarinicos de L-NAME (Buxton et dl.,
1993) y/o a mecanismos post-traduccionales.

Varios estudios han proporcionado evidencia para apoyar la idea de que el
receptor AT, puede tener efectos opuestos a los mediados por el receptor AT, es
decir, se comporta como un antagonista fisiologico de los receptores AT,. Estos
hallazgos sugieren que una disminucion en la expresion del receptor AT, puede
estar involucrada en la hipertension, incluso en el modelo de deficiencia de NO,
favoreciendo los mecanismos pro-hipertensivos mediados por el receptor AT;.

La deficiencia en la produccion de NO parece ser un denominador comun que
subyace a la disfuncion endotelial en las diversas formas de experimentacion (Torok
et al., 2008) y en la hipertension humana (Wimalawansa et al., 2008). Se sabe que la
inhibicion de las sintasas de NO produce la elevacion de la presion arterial y el
aumento de las resistencias vasculares periféricas que se asocia con cambios tanto
funcionales como estructurales posteriores (Gardiner et al. 1990, Ribeiro et al., 1992 y
Bernatova et al., 1999).

Se ha reportado que la formacion deficiente de o6xido nitrico parece ser el
principal factor responsable del desarrollo de la hipertension inducida por L-
NAME. Esta idea es apoyada también por el hecho de que este tipo de hipertension
se puede prevenir con la administracion de donadores de oxido nitrico (Torok J.,

2008). Con la informacion anterior y con base en nuestros resultados sugerimos que
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la hipersensibilidad de Ang II en la hipertension inducida por L-NAME puede
deberse a la deficiencia en la produccion de NO y a otros mecanismos pro-

hipertensivos entre los que se encuentra una hiperactividad del SRA.

8. 2. EFECTO DEL LOSARTAN SOBRE I A REPUESTA A LA ANGIOTENSINA I1

Los resultados obtenidos del bloqueo del sistema renina angiotensina con
losartan (antagonista selectivo del receptor AT;), mostraron que este antagonizo la
respuesta presora periférica a la Ang Il (Fig. 9A-D; Fig.10 A-D). Estos resultados
sugieren que la hiperreactividad o hipersensibilidad a la angiotensina II, mostrada
en los animales de todos los grupos, esta mediada por el receptor AT;. Aunque no
podemos descartar que existan otros mecanismos involucrados en este fenomeno,
tales como un aumento en la afinidad del receptor ATI por la Ang II, una mayor
eficiencia en la transduccion de sefales y/o una menor expresion del receptor AT2.

El comportamiento diferente de los animales de los grupos, en respuesta al
antagonismo de losartan, mostro que los grupos tratados con captopril fueron mas
sensibles al desplazamiento de las curvas a la derecha con losartan. Este dato sugiere
que al inhibir la sintesis de Ang II (con captopril), la ausencia y/o disminucion en las
concentraciones plasmaticas puede favorecer una regulacion a la alta de los
receptores AT), de tal suerte que cuando se realizaron las evaluaciones, la
vasculatura de los animales estaba hiperreactiva a la Ang II. Si esta posibilidad es
cierta deberia de observarse una sobreexpresion de los receptores AT, en los

diversos lechos vasculares.

45



EDGAR SAUL FIGUEROA GUILLEN [IQB-UMSNH

Se conoce que el bloqueo del SRA disminuye la resistencia a la insulina.
Algunos estudios clinicos mostraron una reduccion en el inicio de la DM 2 en
pacientes tratados con IECA’s 0 ARA’s (Schmieder et al., 2007).. En este sentido, se
ha reportado la accion preventiva asociada al desarrollo de DM de valsartan (un
ARA) confrontado con la amlodipina (un antihipertensivo; bloqueador de canales
de calcio). En los pacientes hipertensos con riesgo de desarrollar DM 2, los IECA’s y
los ARA’s deberian ser los tratamientos de primera linea, seguidos de los
bloqueadores de canales de calcio, por los efectos protectores que confiere el
tratamiento (Schmieder et al., 2007).

Las complicaciones de la DM 2 también disminuyen, ya que el bloqueo del
SRA reduce los valores de microalbuminuria y de proteinuria en los pacientes
diabéticos. Ruggenenti et al.,(2004) observaron que el trandolapril (un IECA)
previno del inicio de la microalbuminuria. Ademas del efecto renoprotector, tanto
los IECA’s como los ARA’s disminuyen las complicaciones cardiovasculares en
pacientes diabéticos.

La efectividad de los TECA’s y de los ARA’s es similar para los estadios
iniciales de la nefropatia diabética pero los ARA’s presentan ventajas en los estadios
avanzados de la misma (Segura, 2004).

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que en la hipersensibilidad
mostrada a la Ang II en la hipertension arterial, en la diabetes mellitus y en la
concomitancia de ambas patologias se involucra al receptor AT, (Fig. 9A-D; Fig.10

A-D) . Por otro lado, el tratamiento con captopril favorece la hiperreactividad a la
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Ang 1II (Fig. 8), probablemente debido a un aumento en el ntmero receptores AT,
(regulacion a la alta). Sin embargo, no podemos descartar que la hipersensibilidad a
la Ang II pueda deberse a cambios en la afinidad de los receptores AT, a los efectos

antimuscarinicos de L-NAME y/o a mecanismos post-transduccionales.
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IX. CONCIUSIONES

La diabetes mellitus y la hipertension arterial inducen un aumento en la

respuesta presora periférica a la angiotensina I1I.

El receptor AT, se encuentra involucrado en la hipersensibilidad a la

angiotensina IT observada en todos los grupos experimentales.
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Abstract

The blockade of renin-angiotensin system by pharmacological interventions with angiotensin converting-
enzyme (ACE) inhibitors or AT, receptor antagonists in the juvenile critical age may attenuate or even prevent
the development of hypertension. In this work, we determined the Ang Il type 1 (AT,) receptor role in L-NAME-
induced hypertension in pithed rats. Male Wistar rats (250-300 g) were used. Rats were divided into the
following groups: Control (tap water) and N-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 60 mg/kg/day/2 weeks).
Dose-response curves to Ang Il were constructed in the pithed rat. The results show that Ang Il evoked blood
pressure increase in pithed rats in a dose-related manner. In L-NAME-treated rats a greater maximal effect was
observed, indicating that L-NAME promotes Ang Il hypersensitivity. In L-NAME-treated rats, Ang Il response was
blocked by losartan (1 and 3 mg/kg), a selective AT, receptor antagonist, indicating that AT, receptor influence
L-NAME hypertensive mechanism. Our results suggest that Ang Il hypersensitivity in L-NAME-induced

hypertension can be due to increased AT, receptor expression or sensitivity changes.

Introduction

High blood pressure (hypertension) is a highly
prevalent disorder whose complications (including
stroke, heart and kidney diseases) are major public
health problems [1].

Angiotensin Il (Ang Il) generated by the renin—
angiotensin system (RAS), plays an important role in
the regulation of systemic arterial pressure. It has
been reported that components of the RAS such as
plasma renin activity, plasma angiotensinogen
concentration [2, 3] and renal renin release [3, 4], can
be enhanced in young spontaneously hypertensive
rats, suggesting that these components of the RAS
might contribute to the pathogenesis of spontaneous
hypertension.

Nitric oxide (NO) plays important physiological roles in
disparate processes, such as regulation of blood
pressure and vasomotor tone, platelet-endothelium
interactions, neurotransmission, control of cell
proliferation and immunomodulation. Dysfunction in
the formation of NO and/or enhanced NO metabolism
is thought to play a role in the pathogenesis of
hypertension and other cardiovascular disorders [5].
Long-term administration of L-arginine derivatives,
principally, N®-Nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME), in adult rats produces endothelial
dysfunction, increased vascular responsiveness to
adrenergic stimuli and perivascular inflammation [6-
9]. The RAS and the sympathetic nervous system [10]
are thought to be involved in L-NAME-induced
hypertension [5]. In the present study, we

investigated whether AT; receptors are associated
with the increased responses to Ang Il in L-NAME-
induced hypertensive pithed rats.

Materials and Methods.

Animals. Male Wistar rats (250-300 g) were maintained
under standard laboratory conditions with free access to
food and water. All animal procedures were carried out in
accordance with Federal Regulations for Animal
Experimentation and Care (Ministry of Agriculture, NOM-
062-Z00-1999, Mexico) and were approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee. Rats were
divided into two groups: control and treated rats with the
nitric oxide synthase (NOS) inhibitor L-NAME (60
mg/kg/day/14 days) in the drinking water. Systolic blood
pressure was measured weekly by tail cuff
plethysmography using a LE 5007 automatic blood pressure
recorder (Letica, PanLab, Barcelona Spain).

Pithed rat preparation. Rats were anaesthetized (sodium
pentobarbital, 35 mg/kg, i.p.), the trachea cannulated and
the animals pithed and artificially respired with a Harvard
pump (53 cycles/min; volume: 20 ml/kg); the vagi were
then cut. Catheters were placed in the right femoral vein
for drug injection and in the left carotid artery for recording
of diastolic blood pressure and heart rate; the cannula
placed in the carotid artery was connected to a TDS-104A
pressure transducer (Biopac Systems Inc., Santa Barbara,
CA, USA). Diastolic blood pressure was recorded by a
MP100 value-acquisition system (Biopac), while the animals
were maintained at 37°C.

Once the animals had stabilized for at least 15 min, basal
diastolic blood pressure was determined. After collection of
these data, dose-response curves for Ang Il (0.001-32
ug/kg, in half-log increments), were constructed. After a 30



min recovery period, rats from both groups received
losartan (1 and 3 mg/kg, i.v.); 30 min later, a second dose-
response curve to Ang |l was obtained.

Data Analysis and Statistics. Results are expressed as mean
+ S.E.M. Differences were analyzed using two-way analysis
of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni test (p < 0.05
was considered significant).
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Figure 1. Time-course of systolic blood pressure (SBP) on
control (filled circles) and L-NAME- induced hypertensive
rats (open circles; 60 mg/kg/day/2 weeks). * p<0.05 vs
control.

Results

After 14 days of treatment, the systolic blood
pressure showed a significant increase in the L-NAME
group compared with the control group (control:
110.4 + 1.4 mmHg vs L-NAME: 155.2 + 2.1 mmHg;
p<0.05; Fig. 1), while L-NAME treatment did not
modify heart rate (control: 365 + 5 BPM vs L-NAME
365 + 6 BPM).
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Figure 2. Dose-response curves to angiotensin Il in control
(filled circles) and L-NAME-induced hypertensive rats
(open circles; 60 mg/kg/day/2 weeks). * p<0.05 vs control.
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Figure 3. Effect of losartan (1 and 3 mg/kg) on dose-
response curves to angiotensin Il in control (top panel)
and L-NAME treated (60 mg/kg/day/14 dqys; symbols as
in top panel) hypertensive pithed rats. * p<0.05 vs control.

ANG Il evoked an increase in arterial diastolic pressure
in a dose-related manner both in control and L-NAME-
treated rats. The vasoconstrictor response to ANG Il
was slightly greater in L-NAME hypertensive pithed
rats than in normotensive pithed rats (Fig 2). Thus,
maximal effect was greater in L-NAME-treated rats
compared with the control group (control: 107 + 9
mmHg vs L-NAME: 129 + 7 mmHg; p<0.05). In the
control group, we observed that the dose-response
curves were shifted to the right by losartan (1 and 3
mg/kg), a selective AT, receptor antagonist, in a dose-
dependent manner and the maximal effect was
reached (Fig 3). Interestingly, in the L-NAME
hypertensive group, losartan only at 3 mg/kg
provoked a marked blockade of the Ang Il response

(Fig 3).
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Discussion

In the present study, we have shown that NO
synthesis inhibition produces hypertension acutely in
the rat involving the RAS, specifically, an accentuated
response to Ang Il through AT, receptor. Our results
are in agreement with the studies reported earlier,
where it is suggested that chronic NO blockade
produces hypertension, probably involving RAS
activation, in this model [11]. In addition, treatment
of rats with captopril, an ACE inhibitor, prevented the
development of hypertension and left ventricle
hypertrophy in L-NAME-treated rats, but did not
affect NOS inhibition [12,13]. This suggests that RAS
plays an important role in the development of
hypertension and cardiac hypertrophy. The Ang Il
hypersensitivity observed in L-NAME-treated rats can
be explained, at least in part, by an increased AT,
receptor expression in the vasculature and/or at the
renal level. However, with the evidence generated in
the present work, we cannot discard that Ang Il
hypersensitivity can be due to AT; receptor affinity
changes, antimuscarinic effects of L-NAME [14]
and/or post-transductional mechanisms.

Several studies have provided evidence to support the
notion that the AT, receptor may have opposing
effects to those mediated by the AT, receptor. Those
findings suggest that a decreased AT, expression
could be involved in L-NAME pro-hypertensive
mechanisms. NO deficiency seems to be a common
denominator underlying endothelial dysfunction in
various forms of experimental [5] and human
hypertension [15]. It is known that NOS inhibition
produces elevation in arterial blood pressure and
increased peripheral vascular resistance that is
associated with further functional and structural
changes [16-18]. Therefore, deficient NO formation
seems to be the principal factor responsible for the
development of L-NAME-induced hypertension. Such
an idea is also supported by the fact that this type of
hypertension can be prevented by NO donor
administration [5]. Our results suggest that Ang Il
hypersensitivity in L-NAME-induced hypertension is
due to increased AT; receptors.
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