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Resumen

La hipertension arterial estd mediada por diversos factores, entre ellos la estimulacion de los
receptores adrenérgicos, que intervienen en la contracciéon de la aorta toracica. En estudios
anteriores, se demostr6 que el receptor ap-adrenérgico (ap-AR) tiene un papel en la génesis y
el mantenimiento del proceso hipertensivo dependiente de la edad. El presente trabajo se
enfoca en comparar la abundancia relativa del mRNA de los receptores o4-AR durante el
desarrollo, para establecer una relacién con la contractilidad de la aorta descrita en la literatura,
utilizando como modelo ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y ratas normotensas (WKY).
Se propone que los niveles de expresion de los receptores a4-AR estan relacionados con la
edad. El RNA total fue extraido de la aorta toracica para después sintetizar el cDNA con
transcriptasa reversa. Se realiz6 PCR semicuantitativo, donde fue necesario disefar los
cebadores para cada receptor, asi como para los RNAs de referencia. Posteriormente se realiz6
PCR cuantitativo utilizando el sistema TagMan® (Applied Biosystems) para o.-AR y o,-AR; la
cuantificaciéon del ays-AR se realizé utilizando el método de SYBR® Green. Como RNAs de
referencia se utilizaron el ribosomal 18S y el transcrito de la enzima GAPDH, los cuales fueron
cuantificados con SYBR® Green. Por (ltimo se comparé la proporcion del mRNA de cada
receptor para todas las edades de cada cepa. Los resultados obtenidos muestran que los
transcritos de a4,-AR y a,-AR, son mayores en la cepa hipertensa que en la normotensa, a la
edad de 48 semanas. Mientras que para el transcrito del oy4-AR en las ratas SHR existe un
aumento desde las 5 semanas, el cual se mantiene en todo el rango de las edades utilizadas. Al
correlacionar estos datos con otros trabajos, se propone que el o4-AR participa en el
surgimiento y el mantenimiento de la hipertension y la hiperreactividad vascular a agentes
adrenérgicos. Los otros dos subtipos sélo se modifican en la senescencia pero su papel
fisiologico no ha sido estudiado.

Palabras clave: hipertensién, adrenoreceptores, PCR semicuantitativo, PCR cuantitativo



Abstract

Arterial hypertension is mediated by diverse factors among them is the stimulation of
adrenoceptors, these receptors take part in contraction of the toracic aorta. In previous studies,
had been demonstrate that the ayp-adrenoceptor (oip-AR) has a role in the genesis and the
maintenance of hypertensive process age dependent. The present work focuses in comparing
the relative abundance of mRNA of o4-ARs during development, to establish a relation with the
contractility of aorta as described in literature, using the spontaneously hypertensive rats (SHR)
and normotensive rats (WKY). We consider that the levels of expression of the o;-AR are related
to age. Total RNA was extracted from toracic aorta, later on cDNA was synthesized with reverse
transcriptase. Semiquantitative PCR was made, where it was necessary to design the primers
for each receptor, as well as for the RNAs of reference. Then quantitative PCR was made using
the TagMan® system (Applied Biosystems) for o;.-AR and o.,-AR; the quantification of og-AR
was made using the method with SYBR® Green. As RNAs of reference the ribosomal 18S and
the transcript of enzyme GAPDH were used, which were quantified with SYBR® Green. Finally
the proportion of the mRNA of each receptor for all the ages of each rat strain was compared.
The obtained results shows that transcripts of o,-AR and a.,-AR, are greater in the SHR that in
WKY at the age of 48 weeks. Whereas for the transcript of o4-AR in the SHR rats, exists an
increase from the age of 5 weeks, which stays in all the range of the used ages. When
correlating these data with other works, can be proposed that oy4-AR participates in the
sprouting and the maintenance of hypertension and the vascular hyperreactivity to adrenergic
agents. The other two subtypes they just are modified in the senescence, but their physiological
role have not been studied.



Introduccion

Hipertension

La hipertensiéon arterial es un padecimiento crénico, el cual consiste en presentar
aumento sostenido de la presion arterial, ya sea sistélica, diastélica o en ambas; esto
se asocia con cambios estructurales de las paredes de los vasos sanguineos e
hipersensibilidad a estimulos vasoconstrictores. (Guadalajara, 2006; Garcia-Sainz et
al., 1999). Es una enfermedad frecuente que por lo general no causa sintomas
tempranos, pero implica un elevado riesgo, pues las enfermedades cardiovasculares
son la primera causa de muerte en México (IMSS, 2003).

En la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) realizada en el 2006 en México,
aplicada a 38 mil 377 personas, cuyas edades oscilaron de 20 a 69 afos, los
resultados concluyeron que 15.2 millones de mexicanos padecen hipertension arterial
sistémica (HTAS) y que 61 por ciento de ellos desconoce que tiene la enfermedad.
Estas cifras significan que cinco de cada 10 mexicanos, mayores de 50 afos sufre
este padecimiento, por lo que se encuentran en riesgo de muerte anualmente por
causas directamente relacionadas con la hipertensién (Plan Nacional de Salud 2001-
2006), por lo cual es tan importante su estudio.

La elevacién de la presion arterial afecta al funcionamiento y la estructura de
los vasos sanguineos, principalmente a las pequefias arterias musculares, las
arteriolas, al corazén y el encéfalo, ademas de incrementar la incidencia de
insuficiencia renal, trastornos coronarios, insuficiencia cardiaca y apoplejia. Esta
elevacion suele provocarse por una combinacion de varias anormalidades
(multifactorial): factores hereditarios, estrés y factores ambientales asi como
alimenticios (aumento en el consumo de sal y disminucién del potasio o calcio) que

contribuyen al desarrollo de la hipertensién (Benowitz, 2001).



La presion arterial se encuentra regulada por varios sistemas interrelacionados. Los
componentes del sistema pueden ser agrupados en tres categorias: la primera
comprende mecanismos de accion rapida, los cuales tienen la capacidad de cambiar
la presion arterial en segundos y actdan principalmente a través de componentes del
sistema nervioso.

La segunda posee un curso de accion intermedio y requiere de minutos u horas
para efectuar un cambio en la presion arterial. Dentro de este grupo se encuentran tres
mecanismos: a) el sistema renina-angiotensina que actla principalmente sobre el tono
de los vasos arteriales de resistencia. b) El mecanismo de desplazamiento de liquido
de los capilares, el cual consiste en absorber o perder liquido por ésmosis desde el
tejido hacia la circulacion para aumentar o reducir el volumen sanguineo y la presion.
¢) El mecanismo de relajacion de estrés; cuando la presién es elevada en los vasos
sanguineos, estos se distienden durante minutos y horas, como resultado la presién
cae al nivel normal.

Por Ultimo se encuentra el grupo de control de largo alcance, cuyo efecto dura
horas o dias para desarrollarse por completo. Este mecanismo estabiliza la presién a
largo plazo por el sistema renal y el de los liquidos corporales; tiene a su vez multiples
interacciones con el sistema nervioso y varios otros factores, como la aldosterona, los
cuales confieren capacidades de control especiales para afinidades especiales

(Guyton y Hall, 1998).



Regulacion de la presion arterial

La magnitud de la presion arterial (PA) depende de dos variables hemodinamicas
fundamentales: el gasto cardiaco y las resistencias periféricas totales (Figura 1). La
presion arterial se mantiene mediante una regulaciéon de estas dos variables ejercida
en cuatro sitios anatémicos: arteriolas, vénulas poscapilares y corazén; el cuarto sitio
del control anatémico son los rifiones, los cuales contribuyen con el mantenimiento de
esta presion al regular el volumen de liquido intravascular (Benowitz, 2001).

El gasto cardiaco es la cantidad de sangre que el corazéon bombea por el
aparato circulatorio durante un minuto y éste depende del volumen sanguineo, que
esta muy supeditado al sodio corporal. Por eso, la homeostasis del sodio es esencial
para la regulacion de la tension arterial (Schoen y Cotran, 2003). Las resistencias
periféricas totales dependen principalmente de las arteriolas, estando determinadas
por el tamafo de su luz que, a su vez, varia con el espesor de la pared arteriolar y con
los estimulos nerviosos y hormonales capaces de contraer o dilatar estos vasos. El
tono vascular normal depende de la competicién establecida entre las influencias
vasoconstrictoras (angiotensina I, catecolaminas, tromboxano, leucotrienos vy
endotelina) (Figura 1) y las influencias vasodilatadoras (prostaglandinas, cininas y
oxido nitrico y). Algunos productos metaboélicos (como el acido lactico, H* y adenosina)
y la hipoxia también pueden actuar como vasodilatadores locales. Los vasos de
resistencia gozan asimismo de una funcién de autorregulacién, un proceso merced al
cual el aumento de la sangre que pasa por esos vasos provoca vasoconstriccion,
siendo un mecanismo de adaptacién que protege contra el exceso de perfusioén tisular
(Schoen y Cotran, 2003).

Los rifiones desempefian un papel importante en la regulacién de la presion

arterial, como ya se mencion6. Existen pruebas de que la insuficiencia renal es



esencial para el desarrollo y mantenimiento de la hipertension. El rifidn influye en las
resistencias periféricas y en la homeostasis del sodio, y el sistema renina-angiotensina
parece ser esencial en esas influencias. La renina elaborada por las células
yuxtaglomerulares renales transforma el angiotensindégeno del plasma en angiotensina
I, y ésta se convierte en angiotensina Il por accién de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA). La angiotensina Il modifica la tensién arterial aumentando las
resistencias periféricas y el volumen sanguineo. Lo primero se consigue en gran parte
por su capacidad para producir vasoconstriccion al actuar directamente sobre la
musculatura lisa de los vasos, y lo segundo se logra estimulando la secrecion de

aldosterona, que aumenta la reabsorcion de sodio (Benowitz, 2001).

FACTORES HUMORALES
Constrictores Dilatadores
Angiotensina Il Prostaglandinas
VOLUMEN DE SANGRE Catecolaminas Cininas
; Tromboxann NIOIERDF
Mi ;Sodm_ ’ Leucotrineos
inera ccnm_cm es Eridoteling
Afriopeptina
l FACTORES LOCALES
GASTO RESISTENCIAS = ;
PA = x H——— Autorregulacién lonica
CARDIACO PERIFERICAS (oM. hipoxia)
FACTORES CARDIACOS

FACTORES NERVIOEOS
Frecuencia cardiaca
Contractilidad Constrictores Dilatadores

w-adrenérgicos [-adrenérgicos

Fig. 1 Variables hemodinamicas fundamentales que regulan la magnitud de la presion arterial. El gasto
cardiaco obedece al volumen de sangre el cual se encuentra sujeto al sodio, mineralocorticoides y
atriopeptina. A su vez existen factores como la frecuencia cardiaca y la contractilidad, los cuales regulan
el gasto cardiaco.

Por otro lado, las resistencias periféricas dependen de factores humorales como constrictores vy
dilatadores. Existe la autorregulacién idnica la cual se encuentra dentro de los factores locales. Por ultimo
se encuentran los factores nerviosos, como los constrictores donde entran los receptores o,-adrenérgicos
y los dilatadores donde estan los receptores -adrenérgicos.



El rindbn produce varias sustancias vasodilatadoras o antihipertensivas que,
contrarrestan los efectos vasopresores de la angiotensina. Tales son las
prostaglandinas, un sistema de calicreina-cinina urinario, el factor activador de las
plaguetas (ERDF) y el oxido nitrico (NO) (Schoen y Cotran, 2003).

En el presente trabajo se estudié6 uno de los factores que intervienen en la
regulacion de la presion arterial: los receptores ay-adrenérgicos (o,—ARs) (Figura 1).
Esto es porque el sistema cardiovascular dichos receptores regulan, por ejemplo, la
contraccion del ritmo y la fuerza cardiaca, la resistencia arterial periférica y varios
aspectos de la funcién renal (Lefkowitz, 2003). También se ha descrito que las
diferencias en la expresién de estos receptores y sus funciones regulatorias
dependientes de la edad, pueden ser importantes para el mantenimiento de la presién
arterial durante el desarrollo (Gurdal et al., 1995). Por otro lado, se ha sugerido que los
cambios estructurales de los vasos sanguineos pueden ser un proceso adaptativo, en
donde la pared vascular aumenta su grosor en respuesta a la presién arterial,
fenémeno asociado con la estimulacion a4-AR en células de musculo liso vascular (Xin

et al., 1997).



Catecolaminas

Las catecolaminas son moléculas que tienen en su estructura un grupo catecol y un
grupo amino (NH,) (Figura 2). Estos neurotransmisores juegan un importante papel en
el sistema nervioso, en la presion arterial, el metabolismo y en particular integran las
reacciones a diversos tipos de estrés o tension. Son producidas principalmente por las
glandulas suprarrenales y otros tejidos. Las mas importantes en el sistema nervioso
son la norepinefrina (noradrenalina), la epinefrina (adrenalina) y la dopamina (Hoffman,

2001).

Sintesis

Las catecolaminas son derivadas de la tirosina y se encuentran almacenadas en
granulos hasta que se produce la exocitosis bajo el control del sistema nervioso
simpatico. Se originan a partir de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina
(Figura 2). La fenilalanina al ser oxidada se transforma en tirosina y una posterior
oxidacién origina dihidroxifenilalanina (DOPA) y a continuacion se efectia la
descarboxilacion de la DOPA con produccién de la dopamina. Posteriormente, cerca
del 50% de la dopamina formada en el citoplasma se transporta de manera activa
hasta las vesiculas de almacenamiento que contienen dopamina B-hidroxilasa (DBH),

donde se convierte en norepinefrina (Hoffman y Taylor, 2001; Gémez-Jarabo, 1997).
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Fig. 2 Sintesis de dopamina, norepinefrina y epinefrina. La tirosina sufre una descarboxilacién
catalizada por la enzima tirosinahidroxilasa. Esta enzima utiliza O, y tetrahidrobiopterina, que
da como resultado DOPA, H,O y dihidrobiopterina. La DOPA al ser descaboxilada se convierte
en dopamina con la presencia de la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos.
Posteriormente a la dopamina le ocurre una hidroxilacién obteniéndose la norepinefrina y H,O,
esta reaccion es catalizada por la dopamina p-hidroxilasa. Por dltimo la enzima
fenilentanolamina N-metiltransferasa produce una metilacion originando la epinefrina.

Efectos de las catecolaminas sobre el sistema cardiovascular



El efecto claro de un farmaco dado en el organismo intacto depende de su afinidad
relativa por los receptores (o 0 ), su actividad intrinseca y los reflejos compensatorios
provocados por su accion directa (Hoffman, 2001).

Las catecolaminas (norepinefrina y epinefrina) afectan rapidamente las
funciones fisiolégicas y el metabolismo de la mayoria de los érganos al estimular o
inhibir la sintesis de AMP ciclico, asi como activar el recambio de fosfoinositidos-Ca®".
Los efectos de estas dos catecolaminas son muy semejantes en algunos sitios, pero
difieren en grado muy importante en otros, a continuacién se describiran sus efectos

en diferentes sistemas de érganos (Goémez-Jarabo, 1997; Ganong, 1990).

Vasos sanguineos

Las catecolaminas son importantes para controlar la resistencia vascular periférica y la
capacitancia venosa. Los receptores o aumentan la resistencia arterial, mientras que
los receptores B. promueven la relajacion del muasculo liso. Los vasos de la piel tienen
predominantemente receptores a y se contraen en presencia de epinefrina y
norepinefrina, al igual que los vasos esplacnicos. Los vasos en el musculo esquelético
pueden contraerse o dilatarse, dependiendo de que se activen los receptores o y B.
Asi, los efectos globales de un farmaco simpatomimético en los vasos sanguineos
dependen de las actividades relativas en los receptores o y B de los vasos afectados

en sitios anatémicos (Hoffman, 2001).

Corazon

La estimulacion fisiologica del corazén por catecolaminas incrementa el flujo
sanguineo. Por ejemplo la epinefrina provoca tres respuestas distintas en el corazén:
la aceleracion cardiaca a través del nodo sinoauricular (efecto cronotrépico); el
aumento en la fuerza de contraccion (efecto inotrépico) y las alteraciones en la funcién

ritmica del ventriculo (extrasistoles ventriculares, taquicardia y fibrilacién potencial),
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estos efectos se determinan en gran parte por los receptores B4, aunque también

participan los receptores 3. y en menor grado los receptores o (Hoffman, 2001).

Presion arterial

El aumento de la presion arterial sistélica que se produce después de la liberacion de
epinefrina se debe a sus acciones inotrépicas y cronotrépicas positivas sobre el
corazén. De este modo la epinefrina incrementa la frecuencia cardiaca, aumenta la
presion sistolica y la presién media usualmente disminuye la presién diastélica. El
gasto cardiaco aumenta y la resistencia periférica total disminuye. En contraste, con la
norepinefrina las presiones sistélica, diastélica y media se elevan, aumenta la
resistencia periférica y la frecuencia y el gasto cardiaco disminuyen. Esto se interpreta
como que la norepinefrina es un vasoconstrictor mas potente que la epinefrina

(Hoffman, 2001).

Con estos datos se puede establecer que la norepinefrina y la epinefrina son
mensajeros quimicos esenciales, ya que regulan muchos procesos fisioldgicos. Y
conocer que se encuentran mediados por los receptores o y p adrenérgicos, es de
gran importancia para entender sus mecanismos de accién y efectos sobre el
organismo. Existen muchos mas sistemas en los que producen efectos las
catecolaminas como en los ojos y los aparatos respiratorio, digestivo, genitourinario,
exocrino, etc. Pero en este trabajo s6lo se mencionan los sistemas de interés (vasos

sanguineos, corazon y presion arterial).

Clasificacion de los receptores adrenérgicos
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Para comprender los mecanismos moleculares por los cuales actian las
catecolaminas es necesario conocer la clasificacion y las propiedades de los diferentes
tipos de receptores adrenérgicos; ya que éstas actlan mediante dos receptores
principales, los a y B (Hoffman y Taylor, 2001).

Dentro de este grupo se encuentran tres grandes familias de receptores
adrenérgicos: a4, oy, y B. Cada familia se subdivide en al menos tres subtipos distintos
(Tabla 1); la diferencia entre ellos radica en las secuencias de aminoacidos, sus
mecanismos de sefalizacion y sus diferentes afinidades por agonistas y antagonistas
(Bylund et al., 1994; Cotecchia et al., 1988; Lomasney et al., 1991). En el presente

estudio se hara referencia solamente a los receptores o4-adrenérgicos.

FAMILIA 0 Ot B
SUBTIPOS OltA Ol2a B
Q1B Olo B2
Ol1p Olog Bs

Tabla 1. Las tres familias de adrenoreceptores cada una con sus subtipos.

Receptores o, -adrenérgicos
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Como todos los adrenoreceptores, éstos son proteinas de membrana que pertenecen
a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (por sus siglas en inglés,
GPCR). Los GPCRs se forman por una sola cadena polipéptidica. El analisis del perfil
de hidropatia de esta cadena ha revelado la presencia de siete regiones hidrofébicas,
que estructuralmente se han considerado dominios transmembranales. La estructura
general incluye un dominio N-terminal localizado extracelularmente, que contiene sitios
para N-glicosilacion; un extremo C-terminal intracelular el cual contiene sitios para
fosforilacion por varias cinasas; tres asas intracelulares y tres asas extracelulares

(Figura 3) (Hieble et al., 1995).

Agonista

Fig. 3 Estructura transmembranal de los receptores a4-adrenérgicos. El extremo amino terminal
(N) del receptor es extracelular y su extremo carboxilo (C) intracelular. Los extremos son
conectados por una cadena polipeptidica que atraviesa el plano de la membrana siete veces.
Los segmentos hidrofébicos transmembranales se designan con nimeros romanos (I-VIIl). Las
proteinas G (G) interactlan con las regiones citoplasmaticas del receptor, especialmente con
las porciones de la tercera asa citoplasmatica entre las regiones transmembrana V y VI
(Tomado de Bourne y Zastrow, 2001).

Subtipos

El concepto de subtipos dentro del grupo oy surgid de experimentos

farmacologicos que indicaban formas complejas de las curvas dosis-respuesta para
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algunos agonistas en la contraccion del misculo liso en algunos tejidos, asi como
diferencias de afinidades por antagonistas en ciertas respuestas contractiles. Con
base en estos datos farmacol6gicos se demostré la existencia de dos subtipos o que
se lograron diferenciar con multiples ligandos. Mediante técnicas de clonaciéon se
identifico un tercer subtipo del receptor o;. La subdivisién de los o4 AR es la siguiente:

O1a, Ol4g Y Olip (HOffman, 2001; Hieble et al., 1995)

Via de transduccion

La ruta clasica por la que se transduce la sefial de activacion del receptor por
ocupacion de su ligando es a través de proteinas G heterotriméricas, las cuales
regulan la actividad de diversos efectores y por ende la concentracién de segundos
mensajeros. Las proteinas G heterotriméricas constan de tres subunidades, con
diferentes uniones y efectos caracteristicos, la subunidad alfa (o) de 45-47 kD, la
subunidad beta () de 35 kD y una subunidad gamma (y) de 7-9 kD (Figura 4). En su
forma inactiva las tres subunidades se encuentran unidas.

La subunidad o tiene unido GDP, cuando el receptor activa la proteina G, ésta
cambia el GDP por el GTP y luego se separa de las subunidades Py (Hamm y
Gilchrist, 1996). Existen varias isoformas de Ga, las Goas estimulan a la enzima
adenilato ciclasa y regulan la actividad de canales de calcio; por el contrario las Go
inhiben a la adenilato ciclasa, regulan los canales de calcio y potasio y activan a la
fosfodiesterasa de CMPC; la Goaq activa a la fosfolipasa C (Neer, 1995).

La via de transduccién de sefales de los receptores o-adrenérgicos consiste
en la movilizacion del Ca®** intracelular desde los sitios endoplasmicos de
almacenamiento. Este incremento se considera resultado de la activaciéon de isoformas
de fosfolipasa CPB a través de la familia G, de proteinas G. La hidrolisis de los
polifosfoinositidos fijos a la membrana, por la fosfolipasa C, da por resultado la

generacion de dos segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato
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(IP3). El IP3 estimula la liberacién del Ca®** desde las reservas intracelulares, por
medio de un proceso especifico mediado por receptores, en tanto el DAG es un
activador potente de la proteina cinasa C (PKC) (Figura 4) (Hoffman y Taylor, 2001;

Hieble et al., 1995).

O Agonista

Ptdins 4, 5-P,

DAG

Receptor a
p 1 Proteincinasa PKC
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i Fosfolipasa C

IP;

Proteincinasa
dependiente de Ca"

Calcio Calcio
~®- G ~——
libre almacenado
Proteincinasa

activada

Fig. 4 Via de transduccion de sefales «4. La estimulacion de los receptores oy por
catecolaminas conduce a la activacion de una proteina acopladora G,. La subunidad o de esta
proteina G activa el efector fosfolipasa C, que conduce la liberacién del IP3 (inositol-1, 4, 5-
trifosfato) y DAG (diacilglicerol) a partir de 4, 5-difosfato de fosfatidilinositol (Ptdins 4, 5-P,). El
IP; estimula la liberacién de las reservas secuestradas de calcio (Ca), almacenado en el
reticulo endoplasmico, conduciendo a un aumento en la concentracién del Ca®* citoplasmico. El
Ca®* puede entonces activar las proteincinasas dependientes de Ca®, las cuales a su vez
fosforilan sus sustratos. El DAG activa la proteina cinasa C (Tomado de Hoffman, 2001).
Papel Fisiologico

Los receptores o4-AR se encuentran en casi todos los tejidos periféricos y en muchas
poblaciones de neuronas en el sistema nervioso; juegan un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis. Estos receptores participan en numerosas
funciones fisiol6gicas como la neurotransmisién simpatomimética, el efecto inotrépico,

miocardico y cronotropico, la modulacion del metabolismo hepatico, la contraccion
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uterina, la regulacion del metabolismo de agua y electrolitos, la modulacion del tono
vascular y la contraccion del muasculo liso en el sistema genitourinario (Garcia-Sainz et
al., 1999). También participan en la contraccion del musculo liso, crecimiento
hipertrofico, median la vasoconstriccion en la circulacion de la sangre periférica y en la
contraccién cardiaca en el sistema cardiovascular (Marti et al. 2005; Piascik y Perez,
2001).

Se ha descrito que después de una continua exposicion a agonistas oy-
adrenérgicos, las células del miocardio muestran una respuesta hipertréfica incluyendo
un incremento en el volumen y acumulacion de proteinas (Simpson, 1983). Por otro
lado, Milano (1994) demostrd que la expresion en el miocardio del receptor a4g-AR en
ratones transgénicos induce hipertrofia cardiaca.

En estudios funcionales, utilizando los modelos de ratas normotensas (WKY) y
espontaneamente hipertensas (SHR), se comprobd que los receptores adrenérgicos
o1 Median la contraccion de varios vasos sanguineos aislados que incluyen arterias
caudal, renal y mesentérica (Villalobos-Molina y Ibarra, 1996).

Los receptores o4-AR también se expresan en la glandula prostatica y se ha
discutido que algunos de los casos de retencién de orina son causados por estos
receptores, por lo que se utilizan antagonistas para atacar la hipertrofia prostatica

(Hieble y Ruffolo, 1996).

Importancia de los receptores o -adrenérgicos en la regulacion de la presion

arterial

Como ya se ha mencionado, los receptores oy-adrenérgicos regulan varios procesos

fisiologicos en mamiferos y conocer a detalle su participaciéon en algun proceso tiene

implicaciones terapéuticas (Lefkowitz, 2004; Garcia-Sainz et al., 1999). Los receptores
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o4-AR son de particular importancia por su significativo papel en el control de la
presién sanguinea.

La hipersensibilidad del muasculo liso vascular a la estimulacion o4-AR ha sido
sugerida como un elemento involucrado en el incremento y mantenimiento de la
presion sanguinea en ratas SHR y en otros modelos de hipertension (lbarra et al.,
1998) En el modelo de rata desmedulada y descerebrada se observé la contribucion
de los diferentes subtipos o4-AR en la respuesta presora de la vasculatura, inducida
por fenilefrina y se demostré que la respuesta contractil vascular parece incrementar
con la edad (Ibarra, et al.,1997) . Estas diferencias en la respuesta vasoconstrictora
mediada por o4-AR en vasos aisladas dependiente de la edad, puede resultar por
cambios en la expresién de los subtipos de estos receptores (Gurdal et al., 1995).

Estd claro que los 04-ARs se localizan en numerosos tejidos vasculares
realizando diferentes funciones, pero el tejido de interés en este trabajo es la aorta, ya
que se considera un modelo funcional para caracterizar las propiedades
farmacologicas y de transduccién de sefales de estos receptores (Goetz et al., 1995).
Las arterias de ratas expresan a los a4-ARs, sugiriendo que su papel predominante es
la contraccion vascular (Deng et al., 1996; Piascik et al, 1995). Sin embargo, es
importante mencionar que la proporcién de cada receptor en la aorta no es la misma,
por ejemplo el andlisis de la correlacién entre los niveles de mRNA de los subtipos oy-
adrenérgicos en otras arterias de rata, ha permitido establecer que los tres subtipos se
expresan en los vasos pero con diferencias en el nivel de expresion. Asi, el receptor
o14-AR predomina en la aorta y en arteria mesentérica mientras que el a4,-AR fue
prominente en la arteria caudal y en pequenas arterias mesentéricas (SMAs) y
finalmente el a4,-AR se presenta en minoria en todos los tejidos (Marti et al., 2005).
Por otro lado, Kenny y colaboradores caracterizaron farmacolégicamente al receptor
o1p-AR como mediador de la respuesta contractil a norepinefrina, en aorta de rata,

mediada predominantemente por este receptor (Kenny et al., 1995).
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Planteamiento del problema

Tomando en cuenta estos antecedentes, el interés de este estudio es describir en un
periodo amplio de la vida del animal los cambios en la abundancia de cada receptor
oy-adrenérgico, con el fin de correlacionarlos con los datos funcionales ya existentes.
Asi mismo, sera importante conocer cual de los tres subtipos es predominante en la
arteria aorta, complementando datos funcionales, los cuales establecen que el
receptor oyp-adrenérgico se encuentra en mayor cantidad y regula la contraccién de

esta arteria.



Antecedentes

Se ha documentado que la aorta de rata expresa los tres subtipos de receptores oy-
adrenérgicos a nivel de RNA (Xu et al., 1998; Piascik et al., 1997; Xu y Han, 1996;
Piascik et al., 1995; Scofield et al., 1995; Piascik et al., 1994;), pero funcionalmente el
receptor mas importante en la aorta de ratas adultas es oyp (Hieble et al., 1995).
Estudios de nuestro laboratorio en arterias aisladas sugieren que el receptor ayp es el
predominante en la contraccion (Ibarra et al., 1998; Villalobos-Molina y Ibarra, 1996).

Por otra parte, se ha descrito que la presién sanguinea aumenta con la edad
del animal, este hecho ha sido explorado en nuestro laboratorio utilizando el modelo
de la rata desmedulada y descerebrada en animales normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR) (Villalobos-Molina, et al., 1999). Estos estudios revelaron que la
administracién intravenosa de fenilefrina evoca un incremento dosis-dependiente en la
presion sanguinea diastélica, en todos los casos (Figura 5). La fenilefrina evoca un
efecto presor maximo superior en ratas SHR jovenes y adultas comparado con las
WKY. Al bloquear selectivamente a los receptores oyp con BMY 7378, puede
observarse que la EDs, se desplaza significativamente a la derecha, lo cual sugiere
que el receptor ayp-AR regula la respuesta presora a la fenilefrina en ambas cepas de
ratas. En contraste estos mismos tratamientos en ratas jovenes, de 1 mes de edad,
s6lo afecta a la cepa hipertensa (SHR) y estos resultados sugieren que los a4p-AR
estan regulando la contraccion vascular de ratas jovenes hipertensas, pero no lo
hacen en las normotensas.

Estos resultados muestran la presencia del receptor oqp-adrenérgico en la
vasculatura de ratas jovenes, prehipertensas SHR y su aparicién relacionada con la
edad en ratas adultas WKY. El efecto méaximo presor de la fenilefrina fue més alto en
ratas SHR que en las WKY, sugiriendo que el receptor ayp-adrenérgico puede estar

involucrado en la hiperreactividad vascular. Los datos anteriores sugirieron que el



receptor ayp-adrenérgico tiene un papel en la patogénesis y/o el mantenimiento del
proceso hipertensivo dependiente de la edad en ratas SHR (Villalobos-Molina, et al.,

1999).

Presién Sanguinea Diastélica (mm Hg)

Fenilefrina (ug kg ™, i.v.)

Fig. 5 Accién antagonista del BMY 7378 en respuesta presora a fenilefrina en ratas WKY vy
SHR de diferentes edades. En el modelo de ratas descerebradas y desmeduladas de 1y 6
meses, fueron sometidas a un incremento en la dosis de fenilefrina. (A) WKY, 1 mes; (B) WKY,
6 meses; (C) SHR, 1 mes; (D) SHR, 6 meses (Tomado de Villalobos-Molina, et al. 1999)

Es importante destacar que en este modelo experimental se tiene un registro del
efecto generalizado de las drogas utilizadas, es decir en el sistema vascular como un
todo. Nuestro interés es analizar lo que sucede en la arteria aorta, aunque ya existen

datos funcionales en animales adultos (Kenny et al., 1995).



Hipotesis

Existen evidencias experimentales de que la respuesta presora mediada por agentes
adrenérgicos en el sistema vascular completo de la rata varia en relacién a la edad del
animal, los datos farmacoldgicos sugieren una participacion diferencial para cada
subtipo de receptor oy-adrenérgico, siendo el oyp el subtipo relacionado con la
hiperreactividad presente en ratas hipertensas. Por tanto se propone que al analizar la
abundancia de los transcritos de estos receptores en la arteria aorta, se evidenciara
que existen cambios a lo largo de la vida del animal y se distinguiran diferencias entre
las cepas WKY y SHR. Asi mismo, se espera que el transcrito del receptor a,p sea el

mas abundante de los tres estudiados.



Objetivo General

Analizar los niveles de expresion de los transcritos de receptores oy-
adrenérgicos, en un rango amplio de edad en la vida de la rata y establecer si
existen diferencias entre animales normotensos y espontdneamente

hipertensos.

Objetivos Particulares

Comparar la abundancia relativa del mRNA de los receptores a4-AR entre SHR

y WKY a diferentes edades.

Comparar en cada edad y cepa la proporcion de cada receptor o4-AR.

Implementar PCR en tiempo real y semicuantitativo para el estudio de la

abundancia de los transcritos de los receptores o4-AR.



Diseino experimental

Este trabajo se enfoco en el estudio de la abundancia relativa de los transcritos de los
receptores oy-adrenérgicos en la arteria aorta durante el desarrollo en SHR. La
comparacion de estas abundancias con animales normotensos de la cepa Wistar
Kyoto (WKY), nos permitira proponer un papel para estos receptores en el desarrollo

de la hipertension. La estrategia fue la siguiente:

e Se usaron ratas WKY y SHR desde 5 a 64 semanas, para conocer los cambios

a lo largo de la vida.

Cepas Edades

5 semanas

WKY 10 semanas
y 24 semanas
SHR 32 semanas
48 semanas

64 semanas

Tabla 2. Cepas y edades de ratas utilizadas

A continuacién se muestra un diagrama de los pasos realizados en este trabajo
para analizar la abundancia relativa de los transcritos de los receptores oy-

adrenérgicos:



Se extrajeron las aortas de las ratas y se procesaron para obtener RNA total

Ya obtenido el RNA se sintetiz6 el cDNA

Se disenaron los cebadores para amplificar el cDNA correspondiente de cada

receptor usando la secuencia de Rattus norvegicus

Se realizaron reacciones de PCR semicuantitativo y cuantitativo con el cDNA

que se sintetizé

Los resultados obtenidos se normalizaron contra el cDNA de GAPDH y rRNA 18S

Se compararon las abundancias del cDNA de los receptores por edad y por cepa




Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron trece ratas (Rattus norvegicus) SHR de diferentes edades y doce ratas

como controles normotensos de la cepa parental Wistar Kyoto (Tabla 2).

Extraccion de aorta toracica
Se extrajo la arteria aorta toracica, por medio de una diseccion. Se realizé un corte en
la piel hasta la cavidad abdominal, el cual se prolongd hasta la cavidad toracica, se
identifico la arteria aorta, se extrajo y se coloc6 posteriormente en cajas Petri con PBS
(solucion amortiguadora de fosfatos, pH 7.4), donde se les retiro la grasa y el tejido

conectivo.

Purificacion de RNA
El RNA total de las aortas se purifico por medio de una modificacion del método de
Chomczynski y Sacchi, 1987, utilizando el reactivo comercial Trizol™ (Invitrogen). 1)
Las aortas se homogenizaron con un instrumento tipo Dounce, Homogenizador Pro
200 (Pro Scientific Inc.), en hielo a 4 °C. 2) Posteriormente, se indujo la formacién de
dos fases por emulsificacion con cloroformo. 3) Se recuper6 la fase acuosa y se
obtuvo el RNA por precipitacién con isopropanol en presencia de glicbgeno como
acarreador. 4) EI RNA precipitado se resuspendié en agua Mili Pore, tratada con

dietilpirocarbonato (ultra pura, libre de RNAsas). Las concentraciones del RNA se

determinaron por espectrofotometria.



Analisis de la integridad del RNA por electroforesis en gel

Se realiz6 un analisis del RNA en geles de agarosa con formaldehido (agarosa 1.4%,
MOPS 0.02 M, formaldehido 3.075 M).

Las muestras fueron tratadas previamente con buffer de muestra, (glycerol
50%, azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol FF 0.25% en buffer TAE 1x) y SYBR®
Green 0.05%. Posteriormente se calentaron a 65 °C por 5 min., al término se pasaron
a hielo por 5 min. para después cargar el gel. Se utilizé buffer de corrida, MOPS (0.02
m MOPS [3-(n-morfolino)-acido propanosulfénico], 8 Mm acetato de sodio, 1 mM

EDTA). Las imagenes se obtuvieron en el analizador de imagenes (FLA-5000).

Transcripcion reversa
La primera cadena del cDNA se sintetizd usando transcriptasa reversa (Invitrogen) a
partir de 2ug de RNA, previamente tratado con 1.5 U de DNAsa |, para eliminar el DNA
genomico contaminante. Como cebadores se utilizaron oligo (dt) 1ug vy
hexanucle6tidos 1.5ug en un volumen total de 20ul. La reaccion se llevé a cabo
usando 2mM de dNTPs y transcriptasa reversa SuperScript™ Il (Invitrogen). El cDNA

sintetizado se utilizé6 como templado en reacciones de PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) semicuantitativo

Diseio de los cebadores

Los cebadores utilizados para cada receptor fueron disefiados contra las secuencias
del cDNA de cada uno de ellos (Invitrogen). Las secuencias se encuentran en la base

de datos del NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov).



La informacién de los cebadores, el tamafo del amplicon y el nimero de acceso del

cDNA completo en el NCBI se enlistan en la Tabla 3.

Cebador Secuencia (5’ > 3’) Posicion Tamaino del Numero de
amplicén acceso
oa Sentido CATGGTGCGTATCCCGGTGG 1155 ala 1174 146 pb NM_017191
oua Antisentido ~ GGACCAATCTGCCTGTACCACA 1278 a la 1299
a4, Sentido TCATGAGGACACCCTCAGCAGTAC 1171 ala 1193 129 pb NM_016991
oup Antisentido ~ ACCTTGGGCATTGTAGTCGGAATGT 1273 a la 1297
g Sentido TGTACTGCCGCGTGTACGTGGTCG 1279 a la 1303 117 pb NM_024483

o4 Antisentido

TGCGCCGCGACAGTGGATCC

1375 ala 1395

Tabla 3. Secuencia de los cebadores para PCR, posicion, tamarno del producto de PCR vy
numero de acceso.

Para el andlisis de la expresion génica a nivel de mRNA y analisis
comparativos de niveles de expresién de genes de interés, se requiere normalizar los
datos de PCR contra un control endégeno (gen constitutivo). Esta normalizacion es
para corregir las variaciones entre las muestras durante la cuantificacion de la
expresion del RNA, porque este error puede ser introducido en diversos pasos a través
del protocolo experimental (Dheda et al., 2004).

Como control endégeno se utilizé el transcrito de la enzima gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el cual se amplificd con los siguientes cebadores:
cebador sentido (5  TCCCTCAAGATTGTCAGCAA 3) y antisentido (5
AGATCCACAACGGATAC ATT 3’) (Fort et al., 1985) y el RNA ribosomal 18S (18S),
cebador sentido (5 GGGAGCCTGAGA AACGGC 3') y el cebador antisentido (5’
GGGTCGGGAGTGGGTAATTT 3’).

Las abundancias se consideran relativas porque se expresan en funcion de una
referencia interna o transcrito constitutivo. Los niveles de expresién de los genes de
referencia muestran una alta uniformidad en los organismos vivos, entre las células de

diferentes tejidos, durante varias fases del desarrollo y bajo diferentes condiciones

ambientales y experimentales. Se eligi6 GAPDH que ha sido usado extensivamente,



ya que es una importante enzima de la ruta de la glicélisis y glucogénesis y 18S por
ser constituyente de las subunidades 40S de los ribosomas eucariotas y se encuentra
involucrado en la iniciacién de la sintesis polipeptidica de eucariotas (Jain et al., 2006;

Kok et al., 2005; Bas et al., 2004).

PCR semicuantitativo

Ya disefiados los cebadores para cada receptor se realizaron las reacciones de PCR,
en el termociclador Palm Cycler (Corbett Research) (Tabla 4). Cada muestra de ratas

SHR y WKY se realiz por duplicado.

Receptor Desnaturalizacion  Alineamiento Extension Numero
(°C) (min) (°C) (min) (°C) (seq) de ciclos
Qa 95 1 61 1 72 30 33
b 95 1 60 1 72 30 31
Olg 95 1 61 1 72 30 33
GAPDH 95 1 58 1 72 30 24
18S 95 1 62 1 72 30 14

Tabla 4. Condiciones de amplificacion para reacciones de PCR semicuantitativo.



Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real es un método que permite
monitorear el progreso de la reaccién de PCR en cada ciclo de amplificacion. EI PCR
en tiempo real determina el parametro Ct (threshold cycle), definido como el nimero
de ciclos en el cual la fluorescencia generada durante el proceso de amplificacion
sobrepasa un determinado nivel por encima de la linea base. Este parametro es
proporcional a la cantidad de copias iniciales de la secuencia en estudio, de tal forma
que, a mayor cantidad de DNA o mRNA inicial, se detectara antes una sefial de
fluorescencia significativa, y por tanto, presentara un valor Ct mas pequefio. De esta
forma, la cantidad exacta de un determinado DNA o mRNA en la muestra problema
puede ser determinado interpolando el valor Ct en la curva patrén correspondiente.
También se puede determinar el Ct comparativo entre el valor Ct de la muestra
problema y una muestra control, ambos normalizados contra un control interno
(Giulietti et al., 2001).

Utilizar PCR en tiempo real tiene grandes ventajas comparado con el PCR
semicuantitativo convencional. Primero el progreso de la reacciéon de PCR puede ser
monitoreado después de cada ciclo, de ese modo provee una mejor cuantificacion;
segundo se necesita muy poco DNA; tercero es un ensayo no radioactivo y finalmente
puede ser realizado en aproximadamente dos horas (Ponchel et al.,, 2003). En este
trabajo se utilizaron 2 métodos: 1) Las Sondas TagMan® y 2) SYBR® Green, que seran

descritos a continuacion.

Sondas TagMan®

La sonda TagMan® consiste en un oligonucledtido especifico localizado entre los dos

cebadores utilizados en la reacciéon de PCR, a esta sonda se encuentran unidas dos



moléculas: uno en el extremo 5’ reportero y otro al extremo 3’ silenciador (quencher)
(Figura 6.1). Cuando estan unidos estos dos componentes el reportero no emite sefal.
A medida que la Taq polimerasa efectla la extension en direccién 5-3’ (Figura 6.2), la
actividad 5’ exonucleasa de la enzima, la AmpliTag Gold DNA polimerasa (Applied
Biosystems) libera el fluoréforo reportero permitiendo la emisién de una senal
fluorescente (Figuras 6.3 y 6.4). Esta sefial es directamente proporcional a la cantidad
de producto de PCR sintetizado. Ademas, ya que la sonda TagMan® es especifica
para cada producto de PCR, es posible la cuantificacion de varios genes
simultdneamente en el mismo tubo (multiplex) y por tanto, la coamplificaciéon de
controles internos, disminuyendo el costeo por andlisis y la variabilidad inter e

intraensayo (Lovatt, 2002; Holland et al., 1991).

R= Reportero
Q= Quencher
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Fig. 6 Corte del fluoréforo en la prueba TaqMan®, durante la amplificacion. (1) Polimerizacion.
Cebadores especificos, un oligonucleétido que sirve como sonda la cual se pega y se alinea
especificamente al templado entre los cebadores, la sonda estd marcada con un fluor6foro
reportero (R) y un quencher (Q). Al estar unidos la emisidon del reportero es silenciada por el
quencher. (2) Extension. La actividad 5 exonucleasa de la enzima realiza la extension. (3)
Separacion. Al llegar a la sonda la enzima libera al reportero de la sonda. (4) Polimerizacién
terminada. La enzima termina la extension, ya liberado el reportero se incorpora una sefal
fluorescente al PCR.



Condiciones de ampilificacion

Cada una de las muestras y controles se amplificaron por triplicado. Todas las
reacciones se realizaron en el Rotor-Gene 6 (Corbett Research) utilizando 1ul de
cDNA. Los componentes de la reaccion fueron 10ul del TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems) (contiene Tag DNA polimerasa, buffer de reaccion, MgCls,
dNTP mix), 1ul de 20X assays on demand mix y agua tratada con dietilpirocarbonato
para un volumen final de 20pl.

Los transcritos de oy, y o4, S€ cuantificaron usando el sistema TagMan®, los
nimeros de assay on demand son lo siguientes: para el receptor oy, €s
Rn00567876_m1 y para el receptor o, es Rn01471343_m1.

Todas las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron con un total de 40

ciclos. Las condiciones especificas de los ciclos para cada subtipo se resumen en la

Tabla 5.
Receptor Incubacioén 1 Incubacion 2 Ciclo de PCR
(°C) (min) (°C)  (min) (°C) (seq)
Oa 50 2 95 10 95 15
60 60
b 50 2 95 10 95 15
60 60

Tabla 5. Condiciones de amplificacién para los subtipos a1,-AR Y ai1,-AR, de la
reaccion de PCR en tiempo real.

SYBR® Green
Este método consiste en detectar productos de PCR, a través de la unién de pequefias
moléculas fluorescentes al DNA de doble cadena, por lo tanto la fluorescencia

observada es directamente proporcional a la cantidad de producto. Con este método



se cuantificd el subtipo o;4-AR. Como genes de referencia se utilizaron el ribosomal
18S y el transcrito de la enzima GAPDH, los cuales también fueron cuantificados con
el mismo método. Las secuencias de los cebadores utilizados se especificaron

previamente en la pagina 28.

Condiciones de amplificacion

Todas las reacciones de PCR se realizaron con un total de 40 ciclos, en el Rotor-Gene
6 (Corbett Research) utilizando 1ul de cDNA. Los componentes de la reaccion para el
receptor fueron 10ul del Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix UDG (Invitrogen)
(contiene Taq DNA polimerasa, buffer de reaccién, MgCl,, dNTP mix), 1ul de
cebadores y agua tratada con dietilpirocarbonato para un volumen final de 20ul.

Las condiciones especificas de los ciclos para cada subtipo y los genes de

referencia se resumen en la Tabla 6.

Receptor Incubacién Incubacion 2 Ciclo de PCR Melt

(°C) (min) (°C) (min) (°C) (seg) (C)

Olyg 50 3 95 10 95 10 72-95
60 30
72 25

GAPDH 50 3 95 10 95 30 72-95
58 30
72 30

18S 50 3 95 10 94 20 72-95
60 25
72 20

Tabla 6. Condiciones de amplificacién para el receptor oq, GAPDH y 18S, para reacciones
de PCR en tiempo real.

La diferencia mas importante entre las sondas TagMan® y el SYBR® Green es que el

SYBR® Green detecta el DNA de doble cadena, incluyendo productos inespecificos en



la reaccién o dimeros que se producen por los cebadores. Por lo que es elemental que
se efectle una reaccién optimizada para obtener resultados exactos.

Cada pieza de DNA de doble cadena tiene un punto de fusion (Melt, Tm)
especifico. La temperatura depende del tamafio del DNA, el orden de la secuencia y el
contenido total de G-C. Por lo tanto cada producto de PCR puede ser distinguido por
su curva de Melt, un sélo pico en las muestras sugiere un sélo tamano de producto. La
curva de Melt se obtiene al final del PCR, por medio de una corrida especifica donde la
temperatura se va incrementando gradualmente, al final de cada etapa se va
monitoreando la fluorescencia del SYBR® Green que esta unido a las cadenas dobles

de DNA (Ponchel et al., 2003; Ririe et al., 1997).

Anédlisis de la abundancia de los receptores a;-AR con el método 24

La cuantificacion de los cambios relativos en la expresion de un gen usando PCR en
tiempo real requiere un método especifico de andlisis de datos. El método de 24! fue
utilizado para calcular dichos cambios, utilizando el software del programa Rotor-Gene
(Corbett Research). En este analisis se puede comparar de manera relativa la
abundancia de un mensajero normalizado con un transcrito de referencia, en dos o
mas condiciones de estudio. Los datos graficados son la media + error estandar de la
media. La diferencia entre grupos se analizé con la prueba t de student (Livak y

Schmittgen, 2001).



Resultados

Animales
Se utilizaron ratas SHR y WKY, de un rango de edades de entre 5 a 64 semanas. Las

muestras fueron ordenadas y etiquetadas de la siguiente manera:

Numero Edad Cepa
(semanas)
1 5 SHR
2 5 SHR
3 10 SHR
4 24 SHR
5 24 SHR
6 24 SHR
7 32 SHR
8 32 SHR
9 48 SHR
10 48 SHR
11 48 SHR
12 64 SHR
13 64 SHR
14 5 WKY
15 5 WKY
16 10 WKY
17 10 WKY
18 24 WKY
19 24 WKY
20 32 WKY
21 32 WKY
22 48 WKY
23 48 WKY
24 64 WKY
25 64 WKY

Tabla 7. Muestra el nimero de etiqueta, edad y cepa de las ratas utilizadas.



Analisis de la integridad del RNA por electroforesis en gel

Para realizar la sintesis de la primer cadena del cDNA y la determinacién de la
abundancia de los transcritos, fue necesario analizar la integridad del RNA total
obtenido de las aortas en estudio. Para este fin los RNAs totales fueron analizados en
geles de agarosa-formaldehido como se describe en métodos. Cuando el RNA se
encuentra integro pueden observarse 3 bandas principales (Figura 7) el RNA
ribosomal (rRNA) 28S, 18S y 5S. En esta figura representativa se destacan las bandas
mencionadas, la totalidad de las muestras fueron analizadas por este método. Las

muestras que no mostraron el patron caracteristico se descartaron.

|
28S RNA q
18S rRNA -

sSRNA 0

Fig. 7 Gel de agarosa con formaldehido, mostrando la calidad del RNA
obtenido de tejido de aorta.



PCR semicuantitativo

El primer paso para la realizaciéon del PCR semicuantitativo consistié en estandarizar
las condiciones de amplificacion. Se normalizaron dos condiciones: 1) Optimizacion de
la temperatura de annealing y 2) Ciclos necesarios para la cuantificacion.

Estas pruebas se realizaron para cada juego de cebadores. Los cebadores
para los receptores o,-adrenérgicos fueron disefiados especificamente para este
trabajo. En el caso de los disefios que amplifican al transcrito constitutivo GAPDH vy al
RNA ribosomal 18S se confirmaron las condiciones descritas en la literatura (Fort et

al., 1985).

GAPDH
Para el transcrito de la enzima GAPDH, se realiz6 una curva de temperaturas desde
57.5 °C hasta 62.5 °C, utilizando cDNA de aorta. Con esta prueba se pudo establecer
que la temperatura idénea para la amplificaciéon es entre 57 y 58 °C, por lo que se
decidié utilizar 58 grados centigrados.
En otra serie de reacciones se determiné que se usarian 24 ciclos de amplificacion. En
estas condiciones las reacciones pasan la etapa exponencial, pero no llegan a la
saturacién (datos no mostrados).

A continuacion se realizé la determinacion de las muestras experimentales.
Para ello muy importante que las amplificaciones fueran limpias (sin bandas espurias)
y sin ambigledades (del tamafo esperado), pues el valor obtenido se utilizaria para
normalizar la abundancia de los receptores en estudio. Como se observa en los geles
representativos, los duplicados mostraron alta reproductibilidad y no se observaron

productos inespecificos como segundas bandas (Figura 8).
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Fig. 8 Experimento representativo de la amplificacién de GAPDH.

En esta figura se muestra la reaccién representativa de amplificacién para GAPDH,
posteriormente se cuantificd por densitometria obteniendo unidades arbitrarias de
densidad ¢ptica (DO) con el software Multi-Gauge v 3.0 (Fujifilm), estos datos se
utilizaron para normalizar los tres subtipos de o4-AR. Los numeros de la Figura

corresponden a la cepa y edad de las muestras utilizadas (Tabla 7).

RNA Ribosomal 18s

Como segunda referencia se analizé6 el rRNA 18S. La importancia de tener un
segundo control de normalizacion es que éste no se regula transcripcionalmente con la
misma velocidad que la del mensajero de la GAPDH. Esta aseveracion tiene su
fundamento en que el rRNA 18S es un componente estructural del ribosoma, siendo
constante el nimero de éstos en células del mismo tipo. El ensayo realizado para el

ribosomal 18S fue una curva de temperatura donde establecié que la temperatura



adecuada es de 62 °C y que la reaccion no ha llegado a saturacién en 14 ciclos (datos
no mostrados). A continuacién se muestra un gel representativo, observandose su
reproducibilidad y que hay un producto Unico (Figura 9). Al igual que para GAPDH, el
18S se cuantificé por densitometria obteniendo unidades arbitrarias de densidad 6ptica

(DO), con estos datos se normalizaron los tres subtipos oy-AR.

68 pb R EREREE G5 e SEEDEEDED S-S
T ———

58 Ph s -

Fig. 9 Experimento representativo de la amplificacién del 18S.

Receptor o,.-AR

Al llevar a cabo las amplificaciones por PCR con los cebadores correspondientes se
observo claramente un amplicén del tamafo esperado (146 pb) y no habia presencia
de productos inespecificos. Para determinar la temperatura 6ptima de amplificaciéon se
realizé un PCR con gradiente para la temperatura de annealing de 59° C, 60° C y 61°
C. La temperatura apropiada de amplificacion fue 612 C (Figura 10), posteriormente se

efectud la reaccion utilizando las muestras problema (Figura 11). Las bandas se



cuantificaron por densitometria y las abundancias se normalizaron contra GAPDH y

rRNA 18S.

o
150— -‘.(—mnb

100 W08 NTC 59°C 60°C  61°C
L .

Fig. 10 Gradiente de temperatura para la amplificacion del receptor o,. El primer carril
corresponde a la escalera de 100 pares de bases (Invitrogen), el segundo es el control, not
template control (NTC) y los siguientes tres carriles son las muestras a diferentes temperaturas.
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Fig. 11 Experimento representativo de la amplificacién del o,-AR. Donde los nimeros del 1 al
25, son las muestras utilizadas (Tabla 7).



Receptor o;,-AR

Utilizando los cebadores disefiados para amplificar este transcrito, se observd una
banda Unica del tamafo esperado (129 pb), ninguna banda inespecifica y la
temperatura 6ptima de amplificacion fue de 61° C.

Asimismo se realizd una curva de ciclos (Figura 12). El nUmero adecuado de
ciclos para que amplificara fue 31. Estas condiciones se utilizaron para el experimento

con todas las muestras problema (Figura 13).

600 Nt

e €129 pb
- -

R 31 30

100

Fig. 12 Curva de ciclos para el receptor o,,-AR.
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Fig. 13 Experimento representativo de la amplificacién del o4,-AR. Donde los nimeros del 1 al
25, son las muestras utilizadas (Tabla 7).

Receptor 0,4-AR
En las reacciones de amplificacion del transcrito del ay4-AR se observé un producto
del tamano esperado (146 pb) (Figura 14), ademas en la parte baja se observa una
mancha que, de acuerdo a su tamario (50 pb) puede corresponder a un agregado de
cebadores, pues es claramente visible en la muestra donde en lugar de templado se
utilizé agua (NTC) (Figura 14), ademas este agregado disminuye su intensidad de
manera inversamente proporcional a la banda de 146 pb.

De este modo se consideréd que no influye en la determinacién en muestras
problema. Asi mismo se establecié que la temperatura de alineamiento es de 61°C

(Figura 14).
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Fig. 14 Gradiente de temperatura para el receptor o4-AR.

Posteriormente se realiz6 la reaccién utilizando todas las muestras de las cepas SHR

y WKY de diferentes edades como se hizo para los otros receptores (Figura 15).

146 pb ML--

Fig. 15 Experimento representativo de la amplificacién del o4-AR. Donde los nimeros del 1 al
25, son las muestras utilizadas (Tabla 7).



Expresion relativa de los receptores o4-AR normalizadas contra GAPDH y 18S

Como ya se ha indicado la abundancia de los transcritos de los receptores se
normaliz6 contra los RNAs de referencia. Se obtuvieron las unidades arbitrarias de
densidad 6ptica para GAPDH y 18S asi como para los tres subtipos de receptores.
Con los datos, se obtuvo el cociente del valor del receptor entre el valor del gen
constitutivo, para después graficar los datos obtenidos. Como referencia se tomé la
edad mas pequefa (5 semanas), para establecer la diferencia proporcional entre cada

edad. A continuacion se muestran las graficas obtenidas.

Receptor o,.-AR

Los valores para la cepa WKY no muestran cambio significativo en el rango de
edades analizado, al normalizar los datos contra cualquiera de los constitutivos. Para
la cepa SHR hay una mayor abundancia a los 24 semanas, que es estadisticamente
significativa si se le compara con 32 y 48 semanas, y normalizado, con GAPDH.
Mientras que en el normalizado contra 18S existe diferencia significativa a las 24
semanas si se compara con 32, 48 y 64 semanas. En contraste, para la cepa SHR los
niveles de expresién son mucho mayores que la cepa WKY.

La diferencia mas importante y clara es la que se da entre cepas, pues este
receptor es mas abundante en ratas SHR a las 5, 10, 24 y 48 semanas, dicha

diferencia puede tener relevancia fisiologica y requiere caracterizarse a detalle.
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Fig. 16 Abundancia del receptor a4,-AR normalizadas contra GAPDH y RNA 18S. *p< 0.05% vs.

WKY.

*p< 0.05% vs. 24 semanas de la cepa SHR. ¢p< 0.05% vs. 24 semanas de la cepa SHR.

Receptor o4,-AR

En el caso del receptor a4, N0 se observaron cambios significativos entre las cepas ni

a lo largo del rango de edad analizado (Figura17), sin embargo en la cepa WKY hay

un cambio subito a las 32 semanas. No se pudo determinar si se traté de un cambio

real, pero en lo general no hubo variaciones entre cepas 0 edades examinadas.
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Fig. 17 Abundancias del receptor a,-AR normalizadas contra GAPDH y RNA 188S.



Receptor a;4-AR

Se muestra la grafica de la expresion relativa de este receptor normalizada contra
GAPDH y RNA 18S (Figura 18). La cepa WKY muestra mayor abundancia a las 5
semanas al compararla con 24,48 y 64 semanas, por su parte la cepa SHR muestra
una diferencia entre la edad de 10 semanas contra la de 48 s.

Al comparar entre cepas se observé que a las 64 semanas la cepa hipertensa

muestra una mayor cantidad de transcrito.
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Fig. 18 Abundancias del receptor oq-AR normalizadas contra GAPDH y RNA 18S. *p< 0.05% vs.
WKY.

*p< 0.05% vs. 10 semanas de la cepa SHR. **p< 0.05% vs. 5 semanas de la cepa WKY. %p<
0.05% vs. 5 semanas de la cepa SHR. ¢¢p< 0.05% vs. 5y 32 semanas de la cepa WKY.



PCR en tiempo real

Para el PCR en tiempo real el rango de edades utilizadas fueron de 5 a 48 semanas a
diferencia del PCR semicuantitativo que se utilizaron de 5 a 64 semanas, esto porque
el material biol6gico no era suficiente para realizar todas las pruebas con este método.

Se realizaron pruebas para estandarizar las reacciones de PCR en tiempo real,
utilizando como templado cDNA de cerebro, por ser un tejido con alto contenido de
estos mensajeros, cDNA de aorta, que es el tejido problema y agua que se utilizd
como control sin templado (NTC). Ya estandarizadas las condiciones se prosigui6 con
las reacciones en todas las muestras. En primer término se muestran las reacciones

que se realizaron con la técnica de SYBR® Green.

Determinaciones realizadas con la técnica de SYBR® Green

GAPDH

Las amplificaciones representativas utilizando el cDNA de cerebro y de aorta, pueden
observarse en la figura 19 A, y se logra distinguir que el control sin templado no
amplifica. En la determinacion realizada con las muestras problema (Figura 19 B), se
observan todas las muestras amplificadas y el control (NTC) no, ya que este no
contenia templado.

Al término de la reaccion de PCR en tiempo real, utilizando el método de
SYBR® Green, se realizé el analisis de Melt (Figura 19 C), la temperatura fue de 92.5
°C. En este analisis se determina aquella temperatura en la cual se forma la mayor
cantidad de DNA de cadena doble, dado que este parametro depende de manera
especifica de la secuencia de bases de un fragmento de DNA, permite establecer que
hay un sélo producto de PCR. También puede observarse que el nivel de
fluorescencia basal es constante y no presentd picos que produjeran ambigiiedades

en el analisis. Por otra parte, los testigos sin templado (NTC) no presentan



amplificacién lo que permite sugerir que no hay resultados artefactuales en nuestras

mezclas de reaccion.
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Fig. 19 (A) Amplificacién de un fragmento de la GAPDH utilizando templados de cerebro, aorta
y agua (NTC). (B) Reaccién representativa de GAPDH utilizando las muestras problema. (C)
Andlisis de Melt para el amplicon de la enzima GAPDH. Fluorescencia expresada en unidades
arbitrarias. dF/dT: la diferencial de la fluorescencia en funcién del tiempo.



Ribosomal 18S

Para el rRNA 18S y el adrenoreceptor o4 Se realizaron procedimientos analogos. En el
caso del rRNA18S (Figura 20) se observa la amplificacion y el analisis de Melt (Figura
20 Ay 20 B, respectivamente) en este caso se determiné que este amplicén tiene una
temperatura de Melt de 87.5 °C y hay so6lo un producto en la reaccién. En la
determinacion todas las muestras problema amplifican y el control sin templado no lo
hace (Fig 20 C).
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Fig. 20 (A) Prueba utilizando templado de aorta y como control agua (NTC). (B) Andlisis de
Melt para el rRNA 188S. (C) Amplificacién del rRNA 18S utilizando las muestras problema.



Receptor o4
Al analizar el producto de reaccion por electroforesis, para el receptor o4-adrenérgico
mostraba una banda inespecifica de 50 pb que presumiblemente se formaba por
dimerizacion de los cebadores, para superar esta imprecisién se estandarizd la
concentracion éptima de los cebadores desde 500 nM hasta 25 Nm. Se eligi6 la
concentracién mas adecuada que fue de 50nM (Figura 21 A); la concentracion elegida
es la concentracion minima con la cual la amplificacion se lleva a cabo de manera
optima, ya que utilizando concentraciones bajas de cebadores se disminuyen sus
interacciones.

En el analisis de Melt se observé que las muestras tienen una Tm de 83 °C
(Figura 21 B) y no hay productos inespecificos. Con estas condiciones se llevo a cabo

el analisis de las muestras problema (Figura 21 C).
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Fig. 21 (A) Estandarizacién de la concentracion de los cebadores. (B) Analisis de Melt para el
receptor a4-AR. (C) Reaccién representativa del receptor o4-AR.



Determinaciones realizadas con sondas TagMan®

Las sondas TagMan® (Applied Biosystems) son un método que ya ha sido probado por
el fabricante. Entre sus caracteristicas se sabe que los oligonucleétidos o la sonda no
complementan significativamente alguna regién inespecifica del genoma del
organismo, ademas han sido disefiadas para amplificar sobre dos exones, de manera
que no es posible amplificar con DNA cromosémico como templado
(www.appliedbiosystems.com). Asimismo, debido al principio de la técnica que ha sido
detallado en la seccion de materiales y métodos, no se realiza el analisis de Melt, pues
la especificidad de los oligonucleétidos y de la sonda garantiza la especificidad de la
amplificacién. Ademas, en cada experimento se corrobor6 la presencia de un solo

producto de PCR por electroforesis.

Receptores a4,-AR y o4,-AR

En la figura 22 A se muestra la reaccion representativa del receptor a,,-AR. En la
amplificacién con las muestras problema (Figura 22 B), puede observarse que el
control NTC no amplifica. Del mismo modo se procedié para el receptor ay,-AR (Figura

22 Cy D).
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Fig. 22 (A) Prueba para el receptor a4,-AR utilizando templado de aorta y como control agua.
(B) Reaccién representativa del receptor o4,-AR. (C) Prueba para el receptor o,-AR utilizando
templado de aorta y como control agua. (D) Reaccién representativa del receptor o;,-AR.



Anélisis con el método 244¢

Antes de realizar el andlisis de los datos se calculé el valor de los ciclos umbral (Ct),
utilizando el software del termociclador que normaliza los basales y determina el ciclo
en que la funcion que describe la amplificacion deja de ser lineal y entra en la fase
exponencial
(http://www.corbettlifescience.com/control.cfm?page=Corbett_Research_1&langID=1).

La cuantificacién relativa describe los cambios en la expresion de los genes
problema respecto a un amplificado de referencia. Utilizando el método 22" se
pueden calcular estos cambios relativos en la expresion del gen determinado por el
PCR en tiempo real. Los valores de Ct obtenidos de cada reaccién fueron procesados
en Microsoft Excel para PC. Posteriormente, los datos obtenidos se graficaron en el
programa Prisma Graph para PC. A continuacién se muestran las gréficas realizadas

para cada receptor normalizadas contra GAPDH y 18S.

Receptor o;.-AR

Los resultados obtenidos para el receptor a4,-adrenérgico se resumen en la figura 23.
Normalizando con rRNA 18S o GAPDH en la cepa WKY, se presenta una disminucion
a las 48 semanas al compararla con 10 semanas, por su parte la cepa SHR no
muestra cambios con significancia estadistica. Al comparar entre cepas se observa un
aumento en la cepa SHR a las 48 semanas de edad (aproximadamente 2:1), este

cambio es significativo al compararlo con la cepa WKY.
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Fig. 23 Abundancias del receptor ay,-AR normalizadas contra GAPDH y RNA 18S. *p< 0.05% vs.
WKY.

**0< 0.05% vs. 10 semanas de la cepa WKY. ¢¢p< 0.05% vs. 10 semanas de la cepa WKY.

Receptor a;,-AR

La normalizacion de los datos con cualquiera de los RNAs constitutivos muestra gran
similitud (Figura 24). La cepa WKY sélo presenta cambios significativos en la edad de
48 semanas con respecto a la edad de 24 s, normalizando contra GAPDH. Para la
cepa de ratas hipertensas (SHR) se observa un incremento significativo a las 48
semanas normalizado contra el 18S.

Si se compara entre cepas existe una mayor abundancia en ratas hipertensas

(aproximadamente 3 veces) a la edad de 48 semanas.
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Fig. 24 Abundancias del receptor o4,-AR normalizadas contra GAPDH y RNA 18S. *p< 0.05% vs.
WKY.

**0< 0.05% vs. 24 semanas de la cepa WKY. ¢p< 0.05% vs. 10 semanas de la cepa SHR.



Receptor a;4-AR

El andlisis de los datos para el receptor a4-AR mostré que en la cepa SHR existe una
diferencia en la edad de 48 semanas contra 5 semanas normalizado con GAPDH. Al
comparar ambas cepas se observé que el nivel de expresion del mRNA de este
receptor es consistentemente mayor en las ratas hipertensas (SHR) a lo largo de todo
el intervalo de edades analizado (5, 24 y 48 semnas), esta diferencia podria ser

fisiologicamente relevante.
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Fig. 25 Abundancias del receptor o4-AR normalizadas contra GAPDH y RNA 18S. *p< 0.05% vs.
WKY.

*p< 0.05% vs. 5 semanas de la cepa SHR.



Analisis de proporcion de los receptores o-AR

Otro de los objetivos de este trabajo fue comparar la proporcién de los tres subtipos de
o4-AR, en cada edad y en cada cepa, para lo cual se calcularon los porcentajes
correspondientes a cada transcrito (Figura 26).

El andlisis de los datos permite visualizar que en ambas cepas y en todas las
edades analizadas existe mayor cantidad del receptor a44-AR (en un rango de 67 a
95%), seguido del a1,-AR (4 a 34%), mientras que el o4p-AR se encuentra en muy baja
proporcién (0.15 a 0.9%). Estos datos los podemos comparar con otros trabajos
realizados por Marti et al., donde se realizé una cuantificacion de los niveles del mMRNA
de los tres subtipos de o4-AR, demostrando que el receptor a4 €s predominante en las
arterias aorta y mesentérica (Marti ef al., 2005).

Ademas, las determinaciones revelan que a las edades de 24 y 48 semanas,
existe un aumento en la proporcion de receptores o4, en ratas SHR vs. WKY (17 vs.
34% para 24 semanas y 11 vs. 34 % a las 48 semanas) (Figura 26). Al conjuntar estos
datos a la par de la abundancia relativa, se puede sugerir que la proporcion se

modifica debido a un aumento en el nimero de receptores o,
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Fig. 26 Comparacion de la cantidad proporcional de los receptores a4-AR en cada edad para

las cepas WKY y SHR.



Discusion

En el presente trabajo se analizaron las abundancias relativas de los transcritos de los
receptores a4-AR en la arteria aorta de ratas normotensas e hipertensas, en varias
edades a lo largo de la vida del animal, con el fin de detectar si en alguna edad existen
cambios criticos en la abundancia de estos transcritos.

La cuantificacion de los niveles de mRNA para cada subtipo se realizé por PCR
semicuantitativo y PCR en tiempo real.

Para el PCR semicuantitativo el paso inicial fue el disefio de cebadores para los
tres receptores oy-adrenérgicos. Estos cebadores se disefaron a partir de las
secuencias de cada cDNA obtenidas de la base de datos del NCBI. Se analizaron con
herramientas bioinformaticas como el programa BLAST, para tener certeza de su
especificidad, en todos los casos tuvieron 100% de similitud con la secuencia blanco y
no existen otros cDNAs conocidos con una semejanza mayor a 50%. Adicionalmente
se realizd una prediccion de la formacién de dimeros entre cebadores, en el programa
fastPCR (www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htm). El software predijo que no
habria formacién de dimeros a una temperatura mayor a 40° C, en ninguno de los tres
disefos, lo cual indicd que en un ciclo de PCR no se formarian estos complejos.

En los tres casos se utilizé fastPCR para aproximarnos a la temperatura de
alineamiento de los cebadores y posteriormente se refind experimentalmente.
Asimismo, se determind el ciclo en el cual la cantidad de producto fuera detectable y la
reaccién no llegara a saturacion. Adicionalmente, los cebadores se probaron utilizando
como templado mezclas de reverso transcripcién sin enzima o agua (NTC), y en
ninguno de los casos hubo productos de amplificacion.

Para los receptores a4, ¥ 04p, las reacciones amplificaron un solo producto del
tamafo esperado (146 y 129 pares de bases, respectivamente), estas reacciones se

analizaron con SYBR® Green, en el analizador de imagenes FLA5000 (Fuijifilm), cuya



sensibilidad es del orden de los ng, mayor al uso de bromuro de etidio y no se
detectaron productos inespecificos.

En el caso del a4 se observé ademas del amplificado del tamafo esperado
(117 pares de bases) una banda de aproximadamente 50 pares de bases (pb). Esta
banda varia de forma inversamente proporcional a la acumulacién del transcrito por lo
que se sugiere que se trata de cebadores dimerizados, al analizar estas mezclas en
una corrida de Melt de 80 a 100° C, s6lo se detectd el pico correspondiente al producto
principal, lo que permite sugerir que la banda de 50 pb se forma a una temperatura
menor a 80° C, es decir cuando la reaccién se enfria. En este caso dicha banda es
intrascendente y no interfiere con la determinacion de la abundancia del transcrito
analizado. De hecho al estandarizar estos mismos cebadores para reacciones con
SYBR® Green en tiempo real, se observd que al disminuir la concentracién de
cebadores en la reaccién en un rango de 500 nM a 50 nM el producto inespecifico
desaparecio.

Los resultados obtenidos por PCR semicuantitativo indicaron que los tres
subtipos o4 se expresan en la aorta de rata, tanto para la cepa WKY como para la
SHR. Datos similares ya han sido descritos donde se ha determinado la coexpresion
de los tres subtipos de receptores o,-adrenérgicos en la aorta de rata por métodos de
unién de radio ligandos (Tanaka et al., 2006; Tanaka et al., 2004) y por RT-PCR (Marti
et al., 2005; Faber et al., 2001).

El andlisis de los resultados, normalizando con ambos RNAs constitutivos,
muestra que el nivel de expresion del receptor oy, s mayor en ratas hipertensas
desde 5 hasta 24 semanas sugiriendo un papel en el surgimiento del proceso
hipertensivo. Para el caso de los receptores oy, y 0iig S6lo se destaca que a la edad
de 64 semanas, la abundancia de ambos transcritos es aproximadamente el doble en
ratas hipertensas que en normotensas. Sin embargo el nivel de transcrito es similar en

todo el rango de edades analizado.



Para las reacciones en tiempo real que se realizaron por medio de la técnica de
SYBR® Green, se optimizé la concentracién de cebadores y se confirmé la
amplificacién mediante analisis de Melt. Como se menciond previamente el analisis de
Melt o analisis de la curva de disociacién es una poderosa tecnologia que permite
determinar si hay productos de PCR espurios; en este analisis se toma en cuenta que
para una secuencia de DNA dada hay una temperatura especifica en la que se
presenta un maximo de doble cadena. Como se sabe el SYBR® Green sélo se une a
doble cadena, por tanto una curva de temperatura versus fluorescencia nos indica
cuantos fragmentos de DNA existen en una mezcla, pues se observa un pico por cada
fragmento.

En los tres casos (rRNA 18S, GAPDH y a44-AR) se realizé el analisis de Melt
para los productos obtenidos y se observd un solo pico, es decir, un producto Unico.
Los receptores o4, Y oq,-AR se amplificaron empleando sondas TaqMan®, el
procedimiento se realizd segun las especificaciones del fabricante (Applied
Biosystems).

Cabe mencionar, que el andlisis por PCR en tiempo real se limité a un rango de
edades menor. De 5 a 48 semanas, sin incluir la muestra de 32 semanas. El andlisis
de los resultados para el receptor a4, mostré que al normalizar contra el rRNA 18S

utilizando el método de 224!

, existe una mayor abundancia del transcrito en las ratas
hipertensas que en los testigos a las 48 semanas. Este aumento en la acumulacion del
transcrito a edades avanzadas en ratas hipertensas se observa también en PCR
semicuantitativo, sin embargo por tiempo real la diferencia se detecta mas temprano,
lo cual puede ser debido a la sensibilidad del método.

Para el receptor o4, normalizando con GAPDH o rRNA 18S, se observa que el

transcrito es mas abundante en SHR que en WKY a las 48 semanas. Similar a lo que

sucede con el receptor a4,, existe acumulacién a edades avanzadas en SHR.



La cantidad de receptor en cada cepa cambia en forma inversamente
proporcional, pues mientras que para la cepa testigo la cantidad de ambos transcritos
disminuye con la edad, para la cepa hipertensa aumenta. Estos datos son acordes a
otros estudios, por ejemplo, en el modelo de la aorta sin endotelio de ratones intactos
se ha descrito que la respuesta contractil disminuye entre las 10 a 40 semanas de
edad, sin haber cambios en la afinidad de los receptores por prazosina, es posible que
estos cambios observados reflejen cambios en el nUmero de receptores (Tanaka et al.,
2006), aunque es posible que entre rata y raton existan diferencias.

Finalmente, el transcrito del receptor oy4 €s mas abundante en ratas
hipertensas en todo el intervalo de edades analizado, esto resulta lo esperado pues en
estudios funcionales previos el andlisis de la contractilidad de arterias aisladas indica
que este subtipo es el responsable del aumento de la respuesta presora en la arteria
aorta (lbarra et al., 1998; Villalobos-Molina e Ibarra, 1996). Las discrepancias que
existen en los datos semicuantitativos pueden atribuirse a la sensibilidad del método.

El analisis de la proporcion de cada subtipo de receptor a; mostrd que el ayq es
el subtipo més abundante en ambas cepas de ratas, en todo el intervalo analizado,
siendo de aproximadamente 85% en promedio. Estos datos coinciden con los
reportados por Marti et al., 2005, que determinaron un valor del 79% para animales
adultos de 3 meses de edad, resaltando su papel en la regulacién de la contractilidad
arterial. Del mismo modo existe correspondencia en el hecho de que el receptor oy €S
el menos abundante con proporciones cercanas a 1%.

En estos estudios se muestra que existen cambios relacionados con la edad en
la expresion de los subtipos de los receptores o4-AR. Estos datos correlacionan con
los andlisis de la contractilidad vascular a los agonistas oy-adrenérgicos (Villalobos-

Molina et al., 1999; Ibarra et al., 1997; Villalobos-Molina e Ibarra, 1996).



Conclusion

La arteria aorta de rata, tanto para la cepa WKY como para la SHR, expresa
los tres subtipos de receptores o,-adrenérgicos.

Para los transcritos de los receptores o4, ¥ o4p, €n edades avanzadas (48
semanas) hay acumulacién de transcrito en ratas hipertensas mientras que en
normotensas existe disminucion.

En el caso del transcrito del receptor a4y, Se encuentra elevado
aproximadamente al doble en todo el rango de edades analizado, en ratas
hipertensas con respecto a ratas testigo.

El andlisis de la proporcion de cada uno de los trascritos nos indica que el
receptor a4-AR es el predominante en esta arteria, siendo similar para ambas
cepas.

En conjunto, es posible sugerir que el o44-AR participa en el surgimiento y el
mantenimiento de la hipertensién y la hiperreactividad vascular a agentes
adrenérgicos. Los otros dos subtipos sélo se modifican en la senescencia pero

su papel fisioldégico no ha sido estudiado.
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