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RESUMEN

La hipertension arterial (HTA) es una de las principales causas de muerte en el mundo.
Las complicaciones cardiovasculares y renales asociadas con esta enfermedad se han
relacionado con cambios en la expresion y actividad de diversos sistemas enziméticos,
incluyendo a las ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y COX-2) y las sintasas de Oxido nitrico
(sintasa de oxido nitrico neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS)). Sin
embargo, no existen estudios donde se analice la influencia de los metabolitos
derivados de las isoformas de COXs y NOSs sobre la contraccion durante la HTA. Por
lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar la participacion funcional de las
isoformas de NOS y COX en la contraccion de la aorta en un modelo de HTA inducida

por inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico (ON).

Para ello se utilizaron ratas Wistar machos, a las que se les indujo HTA mediante la
administracion oral de 75/mg/kg/dia de L-NAME (inhibidor de las sintasas de ON)
durante 15 dias. La presion arterial sistlica (PAS) se midié antes y durante el
tratamiento con L-NAME. Al finalizar el tratamiento se obtuvieron 6 anillos de ~5 mm de
la aorta toracica, a 3 se les removio el endotelio y los otros 3 se dejaron intactos. Cada
anillo fue colocado en una camara de o6rgano aislado y se construyeron curvas
concentracion-respuesta a fenilefrina (agonista adrenérgico al). Posteriormente, para
determinar la participacion de cada isoforma de enzima, se construyeron curvas
concentracion-respuesta a fenilefrina en presencia de inhibidores selectivos para NOSs
y COXs.

Los resultados muestran que en las ratas que fueron tratadas con L-NAME en el agua
de bebida durante 15 dias, la PAS se elevé significativamente (151 mmHg) comparadas
con el grupo control (124 mmHg). La fenilefrina provoco contraccion de los anillos con y
sin endotelio de ratas normotensas e hipertensas. La respuesta contractil de la aorta
con endotelio de ratas hipertensas fue significativamente menor comparada con las
arterias de ratas normotensas. La inhibicién selectiva de nNOS y iINOS no afecto la
contraccion inducida por la fenilefrina en la aorta de ambos grupos de animales,
mientras que el L-NAME (inhibidor no selectivo de las NOSs) aumento

significativamente la respuesta contractil a la fenilefrina en anillos con endotelio de ratas
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normotensas e hipertensas. Por otro lado, los inhibidores selectivos para COX-1y COX-
2 bloquearon la actividad contractil a fenilefrina en anillos con endotelio de ratas
normotensas e hipertensas, aunque el efecto de la COX-1 fue menor en arterias de

ratas hipertensas.

Los datos indican que el ON sintetizado por la eNOS asi como prostanoides
vasoconstrictores derivados de las COX-1 y COX-2 regulan la contracciéon a la
fenilefrina de la aorta ratas normotensas e hipertensas. Ademas, nuestros datos
sugieren que la actividad de eNOS esta aumentada mientras que la de la COX-1 esta

disminuida en la aorta de ratas hipertensas con L-NAME



SUMMARY

Hypertension (HTA) is one of the leading causes of death in the world. The
cardiovascular and renal complications associated with this disease have been linked to
changes in the expression and activity of various enzyme systems, including
cyclooxygenase 1 and 2 (COX-1 and COX-2) and nitric oxide synthases (oxide synthase
Neuronal nitric oxide (nNOS), inducible (iNOS) and endothelial (eNOS)). However, there
are no studies in which the influence of the metabolites derived from COX and NOS
isoforms on the contraction during hypertension is analyzed. Therefore, the objective of
the present study was to determine the functional involvement of NOS and COX
isoforms in aortic contraction in a model of hypertension induced by inhibition of nitric

oxide synthesis (ON).

Male Wistar rats were given 75mg/kg/day L-NAME (inhibitor of ON synthases) by oral
administration for 15 days. Systolic blood pressure (SBP) was measured before and
during treatment with L-NAME. At the end of treatment 6 rings of ~ 5 mm were obtained
from the thoracic aorta, 3 the endothelium was removed and the remaining 3 were left
intact Each ring was placed in an isolated organ chamber and concentration-response
curves were constructed for phenylephrine (a 1 -adrenergic agonist). Subsequently, to
determine the participation of each enzyme isoform, concentration-response curves
were constructed to phenylephrine in the presence of selective inhibitors for NOSs and
COXs

The results shown that in rats treated with L-NAME in drinking water for 15 days, SBP
rose significantly (151 mmHg) compared to the control group (124 mmHg).
Phenylephrine caused contraction of the rings with and without endothelium of
normotensive and hypertensive rats. The intact aorta contractile response of the
hypertensive rats was significantly lower compared to the arteries of normotensive rats.
The contractile response of the intact aorta of hypertensive rats was significantly lower
compared to the arteries of normotensive rats. The nNOS and iINOS Selective inhibition
did not affect the contraction induced by phenylephrine in the aorta of both groups of

animals, whereas L-NAME (non-selective inhibitor of NOSs) significantly increased the
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contractile response to phenylephrine in rings with endothelium of normotensive and
hypertensive rats. On the other hand, selective inhibitors for COX-1 and COX-2 blocked
the contractile activity of phenylephrine in endothelium rings of normotensive and
hypertensive rats, although the effect of COX-1 was lower in arteries of hypertensive

rats

The data indicate that ON synthesized by eNOS as well as vasoconstrictor prostanoids
COX-1- and COX-2-derived regulate the contraction to phenylephrine in aorta from
normotensive and hypertensive rats. In addition, our data suggest that eNOS activity is

increased whereas that of COX-1 is decreased in the aorta of hypertensive rats with L-
NAME



1.0 INTRODUCCION

1.1 Vasos sanguineos

Los vasos sanguineos son un sistema de conductos que transportan la sangre
desde el corazon hasta los tejidos y viceversa (Sandoo, Zanten et al. 2010). Debido a
su funcién, los vasos sanguineos se pueden dividir en venas y arterias, las venas se
encargan de llevar la sangre desde los 6rganos hasta el corazon y las arterias cumplen
la tarea inversa, ya que conducen la sangre oxigenada desde el corazon hasta los

organos del cuerpo (Guyton and Hall 2006).

El comportamiento de la pared arterial es muy complejo, la arteria aorta recibe la
sangre del ventriculo izquierdo durante la contraccion del corazén, dicha sangre fluye
por la aorta a los 6rganos viscerales y a las regiones periféricas del organismo, esta
arteria tiene la funcién principal de amortiguar las oscilaciones del pulso cardiaco y del
flujo sanguineo con el fin de nutrir de sangre oxigenada a los diferentes tejidos y
organos del cuerpo (Otero-Martinez, Otero-Pereiro et al. 2014). Para que la aorta pueda
cumplir esta funcién necesita de un alto grado de elasticidad en la pared vascular, la
cual le permite mantener una adecuada propulsion a la sangre para que circule por todo
el sistema vascular (Tsamis, Krawiec et al. 2013). Asi, la estructura y composicion de la
aorta determina sus propiedades y comportamiento funcional (Otero-Martinez, Otero-
Pereiro et al. 2014).

La aorta es una arteria de conductancia y esta formada por tres capas concéntricas
llamadas tunica intima, tanica media y tunica adventicia (Sandoo, Zanten et al. 2010).
Como se muestra en la figura 1 la tinica intima delimita la luz vascular y esta formada
por una monocapa de células endoteliales. La tunica media se encuentra enseguida de
la tdnica intima y esta formada por capas de células de musculo liso y por tejido
conjuntivo que, dependiendo del tipo de vaso, puede tener distinta cantidad de fibras.
Finalmente, la tdnica mas externa es la adventicia, conformada por tejido conjuntivo;

ademas la aorta presenta dos capas de fibras elasticas entre la tunica intima y la tunica



media y entre la tunica media y la capa adventicia a las cuales se les denomina lamina

elastica interna y ldmina elastica externa respectivamente (Gal, Lépez et al. 2007).

—

Células musculares Iisai ; =

o

{
—_—

Tunica
intima Tunica
s media
Lamina
elastca  Lamina Gapa:
interna elastica adventicia
Figura 1. Estructura de la arteria aorta. Modificado de Loscalzo, et
al. 2012.

1.2 Tono vascular

El tono vascular se define como el estado de tension de las paredes de los vasos
sanguineos capaces de relajarse o contraerse segun las necesidades fisioldgicas del
organismo. Para que los vasos transporten la sangre apropiadamente necesitan de un
tono vascular adecuado, para regular la presion sanguinea y la distribucion del flujo

sanguineo entre los tejidos y 6rganos del cuerpo (Jackson 2000).

1.3 Regulacion del tono vascular

La regulacién del tono vascular depende de la actividad contractil de los vasos
sanguineos y se lleva a cabo mediante una compleja interaccion de estimulos
vasodilatadores y vasoconstrictores, tales estimulos pueden ser hormonales, de

neurotransmisores o de factores derivados del endotelio (Jackson 2000).
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1.3.1 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (ON) es una pequefia molécula diatbmica, gaseosa, inorganica,
sin carga, que tiene un electron desapareado lo que lo hace un radical libre altamente
reactivo, es altamente lipofilico y difusible ya que pasa a través de las membranas
celulares sin gasto de energia y tiene una vida media de menos de 5 segundos
(Harumi, Silva et al. 2012).

Uno de los principales factores derivados del endotelio que regulan el tono
vascular es el ON el cual fue descubierto a partir de los experimentos realizados en
1980 por Furchgott y Zawadski quienes describieron que el proceso de relajacion del
musculo liso vascular es dependiente de endotelio. Ellos demostraron que arterias
previamente contraidas relajaban en respuesta a acetilcolina, so6lo si las células
endoteliales se encontraban intactas, pero cuando se eliminaba el endotelio de las
arterias se anulaba la vasodilatacion, lo que sugeria que dicho efecto estaba mediado
por alguna sustancia derivada del endotelio que se le denomin6 factor relajante
derivado de endotelio (EDRF por sus siglas en inglés) (Furchgott and Zawadzki 1980).

Posteriormente, se demostr6 que el EDRF era el ON (Moncada, Higgs et al. 1993).

El ON tiene diversas funciones dependiendo del sitio donde sea sintetizado. En
el sistema nervioso central es un neurotransmisor que permite se lleven a cabo
funciones que incluyen la formacion de la memoria, ademas contribuye al control de la
agregacion plaquetaria, regula funciones gastrointestinales, respiratorias vy
genitourinarias. Es sintetizado en el endotelio vascular, siendo el principal responsable
de la dilatacién de los vasos sanguineos, lo que es esencial para la regulacién de la

presion sanguinea (Moncada, Higgs et al. 1993).

La sintesis de ON se da a partir del aminoacido L-arginina que implica dos
niveles de oxidacion, en el primero, el sustrato L-arginina es oxidado a NC-hidroxi-L-
arginina, y posteriormente este intermediario es oxidado a L- citrulina y ON. Esta
reaccion consume 1.5 moles de NADPH y 2 moles de oxigeno por cada mol de L-

citrulina formada, figura 2 (Dias, Negréo et al. 2011).
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Figura 2. Sintesis de 6xido nitrico. Modificado de
(Habib and Ali 2011).

El ON producido sale de las células endoteliales por difusion pasiva y del mismo
modo entra a las células del musculo liso de los vasos sanguineos; donde se une a la
guanilato ciclasa soluble (GCs) promoviendo con esto la sintesis de guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) a partir de guanosina trifosfato (GTP) (Geiselhoéringer,
Werner et al. 2004, Guyton and Hall 2006, Hofmann, Schmidt et al. 2009, Zhao,
Vanhoutte et al. 2013).

El GMPc se une a diferentes proteinas reguladoras entre las que se incluyen
fosfodiesterasas, canales i6nicos o proteinas cinasas dependientes de GMPc que
regulan funciones fisioldgicas, como la agregacion plaquetaria, la neurotransmision y la
vasodilatacién, esta ultima se lleva a cabo cuando el GMPc activa a proteinas cinasas
dependientes de GMPc tipo I (cGKs1 por sus siglas en ingles), estas proteinas generan
relajacion de las células musculares por dos mecanismos. El primero cuando fosforila a
la proteina asociada al receptor de inositol 1,4,5-trifosfato 1 (IRAG) lo que bloquea el
canal de calcio (Ca+) activado por IP3 en el reticulo sarcoplasmico, lo que ocasiona una
disminucién de la concentracion de Ca+ intracelular, y por tanto no se activa la cinasa

de la cadena ligera de la miosina (CCLM) impidiendo que ocurra el mecanismo de



contraccion de las células musculares lisas. El segundo mecanismo ocurre cuando las
cGKsl activan a la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (FCLM), la cual
desfosforila a la cadena ligera de la miosina impidiendo que se contraiga el musculo liso
y permitiendo que se lleve a cabo la relajacion lo que finalizara en el incremento del
flujo sanguineo, figura 3 (Geiselhdringer, Werner et al. 2004, Guyton and Hall 2006,
Hofmann, Schmidt et al. 2009, Zhao, Vanhoutte et al. 2013).
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—

Figura 3. Mecanismo de relajacién dependiente de 6xido nitrico. NO=06xido nitrico,
sGC=guanilato ciclasa soluble, GTP=guanosina trifosfato, eNOS=sintasa de 6xido nitrico
endotelial, cGK1=proteinas cinasas dependiente de GMP, CLM= cadena ligera de la
miosina, CLM-P=cadena ligera de la miosina fosforilada, FCLM=fosfatasa de la cadena
ligera de la miosina, CCLM=cinasa de la cadena ligera de la miosina. Modificado de
(Hofmann, Schmidt et al. 2009, Sandoo, Zanten et al. 2010).

La sintesis del 6xido nitrico es catalizada por tres diferentes isoformas de la
enzima sintasa de Oxido nitrico: NOS1 o sintasa de o6xido nitrico neuronal (nNOS),
NOS2 o sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) y NOS3 o sintasa de oxido nitrico
endotelial (eNOS) (Habib and Ali 2011).

Cada isoforma es producto de diferentes genes y comparten de 50% a 60% de

homologia en la secuencia de aminoacidos que las componen. Estas isoformas estan
9



constituidas por un heterodimero, que, estructural y funcionalmente puede ser dividido
en dos dominios principales: el dominio C-terminal reductasa que contiene sitios de
union para nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADPH), flavina mononucle6tido
(FMN) y flavina adenina dinucleétido (FAD); y el dominio N-terminal oxidasa, que atrae
un electrén del sustrato L-arginina para realizar la sintesis del 6xido nitrico, figura 4
(Dias, Negrao et al. 2011).

N—[Arg Hemo BH, CaM |FMN FAD NADPH ]-c
L

J L J
Dominio oxigenasa Dominio reductasa

Figura 4. Estructura general de las sintasas de 6xido nitrico.
Modificado de (Harumi, Silva et al. 2012).

1.3.2.1 Sintasa de 6xido nitrico neuronal (NnNOS)

La sintasa de 6xido nitrico neuronal tiene un peso molecular de 150 a160 kDa
(Sosa-Luna, Astudillo-de la Vega et al. 2005) y se encuentra en el cromosoma 12, es
conservado en chimpancé, perro, vaca, rata, pollo, pez cebra, mosca de la fruta,
mosquito y rana (Sayers, Barrett et al. 2009) Se expresa constitutivamente en células
epiteliales, y en terminales postsindpticas de neuronas. Su activacion depende del
aumento intracelular de calcio (Ca?*), el cual puede ser mediante la despolarizacién de
la membrana que lleva a la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje
(Habib and Ali 2011).

1.3.2.2. Sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS)

La sintasa de 6xido nitrico inducible tiene un peso molecular de 125 a 135 kDa
(Sosa-Luna, Astudillo-de la Vega et al. 2005), su localizacion cromosomica esta en el
brazo largo del cromosoma 17 y es conservado en chimpancé, perro, vaca, raton, rata,

pollo, pez cebra y rana (Sayers, Barrett et al. 2009). Como su nombre lo indica se
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expresa bajo induccion de ciertos estimulos, como los inflamatorios, por la presencia de
citocinas o lipopolisacaridos, esta isoforma no es dependiente de calcio, ya que forma
un complejo de unién a calmodulina con concentraciones muy bajas de calcio. INOS es
expresada principalmente en macrofagos y en menor medida puede ser inducida en

células de la glia, higado y musculo cardiaco(Habib and Ali 2011).

1.3.2.3 Sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS)

Esta isoforma tiene un peso molecular de 133 kDa (Sosa-Luna, Astudillo-de la
Vega et al. 2005), su localizacion cromosémica esta en el brazo largo del cromosoma 7.
Es conservado en chimpancé, perro, vaca, raton, rata y rana (Sayers, Barrett et al.
2009). Se expresa constitutivamente en las células endoteliales de los vasos
sanguineos y al igual que nNOS es dependiente de calcio ya que para que se forme el
complejo de unién a calmodulina se necesita un aumento de calcio (Habib and Ali
2011).

1.3.3Ciclooxigenasas

Los primeros factores vaso activos derivados de endotelio que fueron
identificados fueron los prostanoides (PGs) (Félétou, Huang et al. 2011), los cuales
estan conformados por la prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina Ez (PGE-2),
prostaglandina F2, (PGF2,), prostaciclina (PGlz2) y por el tromboxano Az (TxA2), todos
modulan el tono vascular tanto en condiciones normales como en condiciones
patolégicas(Smith, Urade et al. 2012).

Los diferentes PGs son sintetizados por las isoformas de la enzima
prostaglandina endoperoxido sintasa 1 y 2 (PGHS 1 y 2) o también llamadas
ciclooxigenasas (COXs) 1y 2 (COX-1y COX-2) (Smith, Urade et al. 2012).

La sintesis de prostanoides a partir del acido araquidénico se inicia cuando la
fosfolipasa A hidroliza a los fosfolipidos de las membranas celulares generando acido
araquidonico, el cual, es convertido en prostaglandina G2 (PGG2) por medio de la
actividad enzimatica de las ciclooxigenasas que insertan dos moléculas de oxigeno a la

cadena principal del &cido araquiddnico. Posteriormente, las COXs, realizan una
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reaccion de peroxidacion de la PGG:z convirtiendola en prostaglandina Hz (PGH2) y
agua. Finalmente, la PGH2 se convierte en PGE2, PGD2, PGF2,, PGI2 y TxA2 mediante

la catélisis de enzimas especificas para cada uno de los prostanoides, figura 5 (Smith,

DeWitt et al. 2000, Smith, Urade et al. 2012).
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Para que cada prostaglandina lleve a cabo su funcién, es necesaria la unién a su
receptor especifico (receptor de prostaglandina D, receptor de prostaglandina E,
receptor de prostaglandina F, receptor de prostaciclina y receptor de tromboxano)
(Felétou, Huang et al. 2011). Estos receptores se localizan en la membrana externa de
las células de musculo liso y activan vias de sefalizacion mediadas por proteinas G,
que, dependiendo del receptor activado, se activa el proceso de contraccion o dilatacion
del muasculo liso, por ejemplo, en el sistema cardiovascular el TxA2 es un poderoso
vasoconstrictor, mientras que la PGIl2 actia como vasodilatador (Félétou, Huang et al.
2011).
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Estructura de ciclooxigenasas 1y 2

Las COXs son producto de genes diferentes, y comparten 65% de homologia de
aminoacidos en mamiferos, sin embargo, pueden tener de 85 % a 90% de homologia
dentro de una misma especie (Félétou, Huang et al. 2011). Son homodimeros, cada
monomero contiene tres dominios estructurales, el dominio semejante al factor de
crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) conformado por 50 aminoacidos
en la regién amino terminal (el cual es importante para el correcto plegamiento del
monomero), un dominio de unién a membrana (MBD por sus siglas en inglés) que
contiene aminoacidos aromaticos que forman una superficie hidrofébica que interactua
con la membrana lipidica de las células compuesto por 50 aminoacidos y un dominio
globular catalitico con aproximadamente 460 aminoacidos en la region del carboxilo
terminal, figura 6 (Smith, DeWitt et al. 2000).

A

Figura 6. Estructura de ciclooxigenasas. A) Se observa la unién de la
ciclooxigenasa a la membrana celular. B) indica el sitio activo de la ciclooxigenasa
(COX), el sitio activo peroxidasa (POX). Tanto en A como en B el color verde
indica el dominio del factor de crecimiento epidérmico (EGF), de color naranja se
indica el dominio de uniéon a membrana (MBD), de color azul el dominio catalitico
y de rojo se muestran los grupos hemo. (Smith, DeWitt et al. 2000)
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1.3.3.1 Ciclooxigenasa 1

La ciclooxigenasa 1 (COX-1) también conocida como prostaglandina-
endoperoxido sintasa 1 (Sayers, Barrett et al. 2009) tiene un peso molecular de 69.05
kDa, teniendo 576 aminoacidos en su estructura (Garcia and Gomez-Reino 2000,
Smith, DeWitt et al. 2000) y su localizacion cromosémica est4 en el cromosoma 9; se
encuentra conservada en chimpanceé, perro, vaca, raton, pollo, pez cebra y rana (NCBI).
Se expresa constitutivamente en la mayoria de tejidos y requiere concentraciones altas

de acido araquiddnico para ser activada (Félétou, Huang et al. 2011).

1.3.3.2 Ciclooxigenasa 2

La ciclooxigenasa 2 (COX-2) también conocida como prostaglandina-
endoperoxido sintasa 2 (Sayers, Barrett et al. 2009); tiene un peso molecular de 69.09
kDa, conteniendo 587 aminoacidos en su estructura (Garcia and Gémez-Reino 2000,
Smith, DeWitt et al. 2000); y su localizacibn cromosémica esta en el brazo largo del
cromosoma 1, se encuentra conservada en chimpancé, perro, vaca, raton, pollo, pez
cebra y rana (NCBI). Su expresion es inducida a menudo en sitios de inflamacion, sin
embargo, algunos tipos celulares la expresan constitutivamente, incluyendo células
endoteliales, siendo sobreexpresada en casos donde las células endoteliales estén
siendo sometidas a estrés (Félétou, Huang et al. 2011), como durante la hipertensién
arterial. La activacion de COX-2 requiere concentraciones menores de acido
araquidénico en comparacion a de COX-1, lo que sugiere que COX-2 se activa en

presencia de COX-1 sin que esta Ultima tenga actividad (Félétou, Huang et al. 2011).

De esta manera, como se menciond anteriormente, las NOSs y las COXs son
intermediarios en la regulacion del tono vascular, asi que cualquier cambio en la
expresion génica, proteinica o en la localizacion celular de estas enzimas contribuyen al
desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como lo es la diabetes, la obesidad

o la hipertension arterial entre otras.
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1.4 Hipertensién arterial (HTA)

La hipertension arterial se define como el estado patolégico donde de manera
cronica se presenta una presion arterial elevada (PA), con presion sistdlica igual o
superior a 140 mmHg y una tension diastélica igual o superior a 90 mmHg, los niveles
normales de PA, son necesarios para el correcto funcionamiento de todos los 6rganos y
particularmente importantes para 6rganos vitales como el corazén, cerebro y los rifiones
(Salud 2013, Mozaffarian, Benjamin et al. 2015). La HTA se clasifica en dos tipos
principales, la HTA primaria donde se desconocen los factores que contribuyen a su
aparicion, y la HTA secundaria, en la cual se conoce la causa que desencadena dicha

enfermedad, por ejemplo, falla renal.

En el ano de 1980 a nivel mundial se diagnosticaron 600 millones de personas
que padecian hipertension arterial, para el aino 2008 aumentd esta cifra a 1,000
millones de personas, lo que implica que en el transcurso de 28 afios incrementd 40%
la cifra de personas afectadas por este padecimiento (Salud 2013, Mozaffarian,
Benjamin et al. 2015). Este incremento de la poblacion diagnosticada con HTA se
atribuye principalmente al envejecimiento de la poblacién, Figura 7; sin embargo, una
dieta inadecuada, el consumo del alcohol, la inactividad fisica, el sobrepeso o la
exposicidon prolongada al estrés son factores que contribuyen al desarrollo de la HTA
(Salud 2013, Mozaffarian, Benjamin et al. 2015).
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Las consecuencias de la HTA para la salud son complejas, ya que aumenta la
probabilidad de sufrir enfermedades cardiovasculares (ECV), como infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular e insuficiencia renal. El problema se exacerba, ya que las
ECV son la primera causa de muerte en todo el mundo, del total de muertes por ECV, el
55% es por causa de la HTA. Las complicaciones causadas por la HTA conducen
anualmente a 9.4 millones de muertes a nivel mundial, a pesar de ser una de las
principales causas de muerte en el mundo las alteraciones fisiopatologicas que
conducen su desarrollo permanecen sin ser completamente conocidas (Salud 2013,

Mozaffarian, Benjamin et al. 2015).
A pesar de que se desconocen las causas por las que se desarrolla la HTA,

ahora se sabe que cambios en la expresion proteinica de las NOSs y las COXs se

encuentran involucrados en el desarrollo y evolucion de esta (Qu, Leung et al. 2010)
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2.0 ANTECEDENTES

Ademas, se ha reportado que en diferentes patologias como el sindrome

metabdlico (SM) los sistemas enzimaticos de las NOSs y de las COXs se encuentran

alterados, Martinez y colaboradores observaron en arteria femoral de ratas Zucker

(ratas obesas) que la expresién proteinica de eNOS y COX-1 no se modifica en

comparacion con ratas control, no obstante, la expresion proteinica de nNOS, iNOS y

COX-2 se ve modificada comparandolas con arterias femorales de ratas control, figura
8 (Martinez, Hernandez et al. 2014).
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Figura 8. Cambios en la expresion proteinica de iINOS, nNOS y COX-2 en arteria femoral de
ratas Zucker (ratas obesas) comparandolas con ratas Wistar (ratas no obesas). (Martinez,
Hernandez et al. 2014)
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Ademas, la localizacion celular de nNOS y COX-2 se modificé en la arteria

femoral de las ratas Zucker comparadas con las ratas control, ya que tales enzimas,

ademas de presentarse en las células endoteliales también se encontraron en la capa

adventicia, mientras que la localizacion de las eNOS, INOS y COX-1 no cambié

solamente se presentaron a nivel endotelial, figura 9 (Martinez, Hernandez et al. 2014).
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Figura 9 Cambios en la localizacién de NOSs y COXs en arteria femoral de ratas
Zucker comparandolas con ratas no obesas. (Martinez, Hernandez et al. 2014).
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Por otra parte, se conoce poco acerca de la participaciéon de las NOSs vy las
COXs en el desarrollo de la HTA secundaria por lo que determinar el papel de estas
enzimas en los mecanismos que contribuyen al desarrollo de la hipertension secundaria
a la inhibicién de la sintesis de ON, nos podrian brindar informacion importante acerca
de la patogénesis de la HTA.

En un modelo de ratas con HTA secundaria inducida con L-NAME (inhibidor no
selectivo de la ON sintasa) se ha observado que en la aorta de ratas hipertensas hay
una disminucion de la expresidén proteinica de eNOS en comparacién con las ratas
normotensas (figura 10 A). Asi mismo, se ha visto un aumento en la expresién
proteinica de COX-1 y COX-2 en células endoteliales y musculo liso de aorta de ratas
hipertensas comparada con las arterias de ratas normotensas, (figura 10 B y C) (Qu,
Leung et al. 2010).
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Figura 10. Cambios en la expresion proteinica de NOSs, COXs en aorta de ratas con
hipertension secundaria inducidas con L-NAME. A) Disminucion de eNOS en ratas
con HTA. B) y C) Aumento de COX-1 y COX-2 en ratas con HTA comparandolas con
normotensas. (Qu, Leung et al. 2010).
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En cuanto a la localizacion de eNOS, COX-1y COX-2 en arteria aorta se observo
gue eNOS se expresa a nivel endotelial en ratas normotensas y en menor medida en
ratas hipertensas; por otro lado, COX-1 y COX-2 se localiza a nivel endotelial en ratas
normotensas, mientras que, en ratas hipertensas se localizan tanto a nivel endotelial

como en células de musculo liso, figura 11 (Qu, Leung et al. 2010).

Control (Magnification: 25x) L-NAME (Magnification: 25x)
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Figura 11. Localizacion de eNOS, COX-1y COX-2 en arteria aorta de ratas
normotensas y ratas con hipertension secundaria inducidas con L-NAME mediante
inmunoflorescencia. (Qu, Leung et al. 2010).

Con lo anterior podemos observar que durante el desarrollo de diferentes
enfermedades las NOSs y las COXs presentan cambios en su expresion proteinica asi
como en su localizacion celular, lo que nos lleva a pensar que en un modelo de HTA
secundaria estos sistemas de enzimas se modifican y contribuyen al desarrollo dafio

vascular y al establecimiento de la HTA.
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3.0 JUSTIFICACION

La HTA es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y durante su
desarrollo se altera la actividad de diferentes rutas enzimaticas que estan involucradas
en la regulacion del tono vascular. Tal es el caso de las NOSs y las COXs que catalizan
la sintesis de ON y los PGs respectivamente; cuya expresion proteinica y localizacion
celular se modifican durante esta enfermedad. Sin embargo, se desconoce la influencia
de cada isoforma en la regulacién del tono vascular durante la HTA.

Por lo anterior, resulta importante investigar en un modelo de ratas hipertensas por
inhibicién de la sintesis de ON, la funcion de las NOSs y de las COXs en la regulacion
de la actividad contractil en la aorta y si esto puede conducir a desajuste en el tono

vascular durante la HTA.

4.0 HIPOTESIS

Con la inhibicion crénica de la sintesis de ON esperamos que las isoformas de NOS
(eNOS, INOS y nNOS) y los prostanoides derivados de las ciclooxigenasas 1y 2 tengan

mayor influencia sobre la actividad contractil de la aorta.
5.0 OBJETIVOS
Objetivo general
+ Determinar la participaciéon del ON derivado de las sintasas de O6xido nitrico
(endotelial, neuronal e inducible) y de los metabolitos de las ciclooxigenasas (1 y
2) en la regulacion de la contraccion en aorta en un modelo de HTA secundaria
inducida con L-NAME.

Objetivos particulares

e Evaluar la elevacion de la presion arterial sistélica provocada por la inhibicién de

la sintesis de 6xido nitrico en ratas Wistar macho.
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e Evaluar la participacion del ON derivado de la eNOS, INOS y nNOS en respuesta
al aumento de tension isométrica provocado por la fenilefrina en anillos de aorta
de ratas hipertensas inducidas con L-NAME.

e Evaluar la participacion de los prostanoides derivados de la COX-1 y COX-2 en
la tensidn isométrica inducida por la fenilefrina en anillos de aorta de ratas

hipertensas inducidas con L-NAME.

6.0 METODOS

6.1 Reactivos

Se utilizaron los farmacos L-NAME y carbacol, y el reactivo EDTA (marca
SIGMA), las sales; NaCl, KCI, CaCl-2H20, NaHCOs y dextrosa (marca J. T. Baker),
MgSO47H20 (marca MERCK), KH2POs4 (marca REASOL) y pentobarbital
(PISABENTAL®, uso veterinario).

6.2 Animales

Se utilizaron 44 ratas macho, cepa Wistar, que fueron divididas en dos grupos, el
grupo normotenso (grupo control, n=22) y el segundo grupo al que se le indujo HTA
secundaria (n=22). Las ratas fueron adquiridas y mantenidas en el bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, con un peso de 200 a 300 g. y se tuvieron en
condiciones ambientales controladas, con comida y agua ad libitum. El manejo de las
ratas fue realizado conforme a la Norma Oficial Mexicana para uso y cuidado de
animales (NOM-062-Z00-1999, SAGARPA, México).

6.3 Medicion de la presidn arterial sistolica (PAS).

La presion arterial sistolica se midio de manera indirecta en la base de la cola,
registrando el pulso sistélico de presion de la arteria caudal. Con la finalidad de dilatar
las arterias y detectar el pulso cardiaco, cada rata fue colocada en un cepo de acrilico y
a su vez en un equipo con un sistema de calefaccibn que las mantuvo a una

temperatura de 36° a 38° C. Se realizé una medicion basal de la PAS (antes de iniciar
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el tratamiento con L-NAME), a los 8 dias de iniciado el tratamiento con L-NAME y una
medicion final (a los 15 dias de tratamiento) a las ratas de los dos grupos.

El registro de la PAS se realiz6 con un sensor IITC, el cual tiene una celda
fotosensible y un manguillo de hule latex que puede inflarse y desinflarse. La cola de la
rata se introduce en el manguillo, el cual estd conectado a un esfigmomanoémetro que
suministra la presion necesaria para que se infle rapidamente el hule latex, de esta
manera se obstruye el flujo sanguineo de la arteria caudal y conforme se va desinflando
se capta el valor de PAS. Las sefales resultantes de la fotocelda y del
esfigmomandmetro fueron captadas simultdneamente por el sistema LE 5007, Letica,

Panlab, Espafia.

6.4Induccidén de hipertensién arterial secundaria

La hipertension arterial fue inducida mediante la administracion del farmaco Nw-
Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) en el agua de beber en una dosis de 75 mg/kg de
peso cada 24 horas durante 15 dias.

6.5 Obtencion de aorta toracica

Para la obtencién de la aorta toracica se anestesiaron a las ratas con una
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (PISABENTAL®) en dosis de 60 mg/kg
de peso. Posteriormente, se realiz6 una laparotomia toracica para la obtenciéon de la

arteria aorta, evitando lastimar el tejido.

La aorta se colocé en una caja Petri con solucion Krebs (NaCl, 118 mM; KCI, 4.6
mM; MgSO4+7H20, 1.2 mM; KH2PO4, 1.2 mM; CaCl-2H20, 1.5 mM; dextrosa, 5.5 mM;
NaHCOs, 24.9 mM y EDTA, 0.027 mM.) y se removi6 el tejido conectivo y adiposo.
Posteriormente, la arteria se cortdé en 6 anillos de aproximadamente 4-5 mm, a 3 de
ellos se les removié el endotelio (-E) por frotacién de la superficie de la intima con la

punta de una pinza y los 3 restantes se dejaron intactos (+E).
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6.6 Esquema de inhibicién in vitro para NOSs y COXs

Normotensas Hipertensas

+E -E +E -E +E -E +E -E +E -E ¥E *E

| I J\ ' J\ I J \ I yy I l\_Y_I

o ! . ¢/L-NAME ¢/ ns-398
s/ inhibidor (1C)/(1?)O7Ox) c/ N“;;}p;zz!;;A“:lg)lnlna (IX10-4M) ¢/ 56560 (1X10-5 M) (1X10-5 M)
Control iNOS nNOS eNOs COX1 COoX2

Figura 12. Inhibicién de las NOSs y COXs en 6rgano aislado. Se muestra como
fueron montados los anillos de arteria aorta de ratas normotensas e hipertensas en
las camaras de 6rgano aislado y se indica el inhibidor utilizado para cada enzima,
iINOS con 1400w, nNOS con N®-propil-L-arginina, eNOS con L-NAME, COX1 con sc-
560 y COX2 con ns-398. +E=con endotelio, -E=sin endotelio,

6.7 Registro de la contraccion isométrica de la aorta en camara de 6rgano

aislado

Para medir los cambios en la tensién isométrica cada anillo fue colocado en una
camara de 6rgano aislado, sujetado entre dos ganchos de acero inoxidable (Nikrom),
uno colocado en la parte inferior de la camara y el otro colocado a un transductor de
tension isométrica (modelo FTO3 Grass force displacement transducer; Astro-Med, Inc.
West Wawick, RI, USA), el cual se encuentra acoplado a un sistema de adquisicién de
datos MP100 (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA. EUA), los datos de la tension
isométrica fueron registrados mediante el uso del software Acgknowledge (version
3.9.1).

Los anillos arteriales se sometieron a una tension inicial de 3 g y se lavaron 3
veces cada 10 minutos con 10 ml de solucion Krebs, burbujeo constante de 95% de O:2
y 5% de CO2, a un pH de 7.4 y a una temperatura de 37° C. Posteriormente, al finalizar
cada periodo de estabilizacion los anillos se estimularon tres veces con una solucion de

fenilefrina a una concentracion de 1x107 M, dejando reposar 30 minutos entre cada
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estimulacion. Para verificar la funcionalidad del endotelio se analizd la respuesta
relajante a carbacol (el cual es un analogo sintético de la acetilcolina) a una
concentracion de 1x10% M; los farmacos fueron retirados del medio mediante lavados

con solucién Krebs, figura 13 a.

Posteriormente, se realizaron dos curvas concentracion-respuesta al agonista
adrenérgico fenilefrina (de 1x10° M a 3.1x10-% M). Al finalizar la primera curva (curva
control) se retird la fenilefrina mediante lavados con solucion Krebs y se dejé recuperar
el tejido durante 30 minutos, figura 13 b, tras el periodo de recuperacion se procedié a
realizar una segunda curva a fenilefrina en presencia del inhibidor selectivo para cada
enzima siguiendo el esquema explicado en la figura 13 c. Ademas, se incluyeron anillos
en donde se realizaron las curvas a la fenilefrina sin la presencia del inhibidor para
verificar la reproducibilidad de la respuesta adrenérgica durante el todo el protocolo

experimental.

a) Periodo de estabilizacién, anillos con endotelio

il s e TSase /’*—I‘—"]

Periodo de estabilizacion, anillos sin endotelio Carbacol 1x10-6
i A, _—— lavado I
Fen 1x107 M Fen 1x107 M Fen 1x107 M
b) Curva control Fen 3.16x10° M Lok 3']6)(](%; M ___y lavado
Fen 3.16x10°% M 1
! l
l Fen 1x107 M
l ) Fen 1x108M mace Fen
Fen 1107 M Fen 3.16x10° M
Fen 3.16x104 M
c) Curva en presencia Fen s I b P N—
de inhibidor 3.16x107 M Sledetm 1 ,,,_.H—-»—l
; fim 1
S———— S sy | v 4
l 1 l Fen 1X10°M 1x104 M
Inhibidor Fen Fen Fen 1x104M
correspondiente 1X10°% M 1108 M 1X107 M

Figura 13. Protocolo para evaluar el efecto de los inhibidores de las COXs y NOSs sobre la
contraccion de los anillos arteriales. a) Periodo de estabilizacién del tejido, b) En el mismo anillo de
aorta se realizaron curvas concentracion respuesta a concentraciones crecientes y acumulativas a

fenilefrina (curva control), y c¢) curvas concentracion respuesta a concentraciones crecientes y
acumulativas a fenilefrina en presencia de inhibidores selectivos de NOSs y COXs (Curva en
presencia de inhibidor). Fen= Fenilefrina.
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6.8 Analisis de resultados

Los datos son expresados como la media £ ee de 6 a 8 anillos de aorta de
diferentes animales. Para determinar diferencias estadisticamente significativas entre
las curvas concentracion-respuesta a la fenilefrina de los grupos de ratas o por la
presencia de inhibidores, se realiz6 un andlisis de varianza de dos factores (ANOVA)
seguido de una prueba de Bonferroni mediante el software GraphPad Prism 5,
considerandose que existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias
cuando los valores de p<0.05.

La CE50 se obtuvo por medio del analisis de regresion no lineal, usando un
modelo sigmoidal para el ajuste de las curvas concentracion-respuesta usando el
software sigma plotll, CE50 se refiere a la concentracién de fenilefrina necesaria para
producir el 50% de la contraccion méaxima. Posteriormente se calculo la “relacion de

concentraciones efectiva a 50” (Rel. de CE50), que se obtuvo con la siguiente formula:

CES0c CE50ce

crso; — Rel.de CESO 0 CES0se (el de CESO

Donde: CES50c es la concentracion de fenilefrina sin inhibidor, CE50i es la
concentracion de fenilefrina en presencia de los inhibidores selectivos para NOSs y
COXs, CE50ce es la concentracion de fenilefrina con endotelio y CE50se es la

concentracion de fenilefrina sin inhibidor.
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7.0 RESULTADOS

7.1. Efecto del L-NAME en la presion arterial sistdlica de ratas Wistar.

Presiéon arterial

(@]

£ 1701 #

£ 160 # * @8 control (nor.motensas)
S 150- * BB L-NAME (hipertensas)
§ 1404 *

2 130 x

< 120-

©  110-

S 100-

:5 904

o 80-

a Basal 1 2

Tiempo (Semanas)

Figura 14. Curso temporal de la presion arterial sistélica antes (medicién basal) y después de la
administracion de L-NAME 75 mg/kg/dia durante 2 semanas. #p=0.05, ler y 2da semana vs

medicion basal (antes de la administracion de L-NAME), *p=0.05, hipertensas vs normotensas;
n=44; +4 ee control, +8 ee L-NAME

Con la finalidad de evaluar el efecto de la inhibicion de la sintesis de ON sobre la
presion arterial sistolica (PAS) se administro L-NAME (inhibidor de NOS) en el agua de
bebida durante 15 dias a un grupo de ratas. En la figura 14 se muestran los valores de
PAS antes (basal) y después de 1 o 2 semanas de tratamiento con L-NAME, la PAS
basal de las ratas control (color azul) y las que fueron destinadas para la administracion
del farmaco L-NAME (barra roja) tuvieron valores normotension (<140 mmHg). A los 7
dias de la administraciéon de L-NAME, la PAS se elevé a 141 mmHg mientras que las
ratas controles mantuvieron valores de normotension (123 mmHg); para la segunda
semana de tratamiento el aumento de la PAS fue mayor con valores de 151 mmHg en

comparacion con el grupo control cuya PAS se mantuvo constante (124 mmHg) (figura
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14). Lo que indica que la inhibicidén crénica de la sintesis de ON con L-NAME promueve

el aumento de la presién arterial y desarrollo de la hipertensién arterial.

7.2. Curva concentracidon-respuesta a fenilefrina de anillos de arteria aorta:

Comparacion entre ratas normotensas e hipertensas.

Normotensas + E
Normotensas - E
Hipertensas + E
Hipertensas - E

4400

Contraccion (g)
N

-9 -8 -1 -6

Fenilefrina log [M]

Figura 15. Efecto contractil de la fenilefrina (agonista adrenérgico a1) de anillos con (E+) y sin
endotelio (E-) de aorta de ratas normotensas e hipertensas. En el eje de las ordenadas se muestra la

contraccion a la fenilefrina en gramos y en el eje de las abscisas la concentracion de fenilefrina

expresada como logaritmo de la concentracion molar. *P< 0.05 vs normotensa, n = 44-67 anillos con

o sin endotelio.

Con la finalidad de evaluar la influencia de sustancias liberadas por las células
endoteliales sobre la respuesta contractil a la fenilefrina se removié el endotelio en
algunos anillos de aorta de ratas normotensas e hipertensas. En figura 15 se puede
observar que la fenilefrina provocé en los anillos arteriales un aumento de la respuesta

contractil dependiente de la concentracion del farmaco, que alcanzé el efecto maximo
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(Emax) con 3.1 x 10°® de fenilefrina, siendo significativamente mayor la contracciéon en
anillos arteriales sin endotelio. Por otro lado, no se encontraron diferencias en la
respuesta contractil a fenilefrina en anillos sin endotelio de ratas normotensas e
hipertensas. Sin embargo, de manera interesante se presentdé una menor contraccion
en los anillos arteriales con endotelio de ratas hipertensas comparada con los anillos
con endotelio de ratas normotensas, indicando que factores derivados del endotelio
tienen mayor influencia sobre la contraccion en aorta de ratas tratadas con L-NAME
(figura 15).

Tabla 1. Concentracién efectiva 50 (CE50) a fenilefrina (agonista adrenérgico al) y la relaciéon de
concentracién efectiva a 50 (Rel. de CE50) de anillos con y sin endotelio de ratas normotensas e
hipertensas.

fenilefrina
CE50 Rel. de CE50
Arterias con endotelio de ratas normotensas 4.36 X 10
7.58
Arterias sin endotelio de ratas normotensas 5.75 X 107
Arterias con endotelio de ratas hipertensas 4.36 X 108
6
Arterias sin endotelio de ratas hipertensas 7.24 X 10°

Con la finalidad de determinar si el tratamiento cronico con L-NAME o la
remocion del endotelio modifican la sensibilidad de la aorta a la fenilefrina se obtuvieron
las concentraciones efectivas 50 (CE50) y la relacion de la concentracion efectiva a 50
(Rel. de CE50=CE50ce/CE50se) (tabla 1). Donde CE50ce es la concentracién de
fenilefrina necesaria para obtener el 50% del efecto maximo de anillos con endotelio y
CE50se es la concentracion de fenilefrina necesaria para obtener el 50% del efecto
maximo de anillos sin endotelio. La relacion de CE50 de anillos arteriales de ratas
normotensas indica que la remocién del endotelio aumenté la sensibilidad de la aorta al
agonista contractil ya que se necesité 7.58 veces menos concentracion de fenilefrina en
anillos sin endotelio comparados con los anillos con endotelio de ratas normotensas,
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Contraccion (g)

mientras que en anillos arteriales de ratas hipertensas se necesitdé 6 veces menos
concentracion de fenilefrina (tabla 1), lo que implica que sustancias liberadas del
endotelio (posiblemente ON o PGs) inhiben la contraccion de la aorta, tanto en

condiciones normales como durante la hipertensién arterial.

7.3. Curva concentracion-respuesta a fenilefrina en anillos de arteria aorta:

Efecto de la inhibicidén de las enzimas sintasas de 6xido nitrico y ciclooxigenasas.

Ratas normotensas Ratas hipertensas
5 5
@ +Ecurval @ +Ecuvat
O +Ecurva? Q +Ecuva2
41 v -Ecuval 41 v -Ecuval
v -Ecurva? v -Ecurva2
31 @ 34
c
he]
2 g 2
]
5
c
]
14 O 14
0 0
_1 U U 1 T T 1 '1 T T T T T 1
95 90 -85 -80 75 70 65 95 90 -85 -8.0 75 70 65

Fenilefrina log [M] Fenilefrina log [M]

Figura 16. Curvas consecutivas a fenilefrina (agonista adrenérgico a1) de anillos de aorta de ratas

normotensas e hipertensas. En el eje de las ordenadas se muestra la contraccién a la fenilefrina en

gramos y en el eje de las abscisas la concentracién de fenilefrina expresada como logaritmo de la
concentracion molar. n = 12-19 anillos con (E+) o sin endotelio (E-).

Con el propésito de verificar que la contraccion a la fenilefrina de los anillos arteriales es
reproducible, se realizaron en el mismo anillo adértico dos curvas consecutivas a
fenilefrina en la ausencia de inhibidores. Con estos experimentos se observé que no
hubo diferencias significativas en la respuesta a fenilefrina entre la curva 1 y la curva 2
tanto en anillos con endotelio como en anillos sin endotelio de ratas normotensas e
hipertensas (figura 16). Lo que nos permite afirmar que los cambios en la actividad
contractil a fenilefrina en presencia de los inhibidores de las NOSs y de las COXs son

causados por el bloqued de la sintesis de la ON o los PGs respectivamente.
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Contraccion (g)

Ratas normotensas Ratas hipertensas
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Figura 17. Efecto de la inhibicion selectiva de la iINOS con 1400w sobre la respuesta contractil a la
fenilefrina de la aorta de ratas normotensas e hipertensas. En el eje de las ordenadas se muestra la
contraccion a la fenilefrina en gramos y en el eje de las abscisas la concentracion de fenilefrina
expresada como logaritmo de la concentracién molar. n = 7 anillos con (E+) o sin endotelio (E-).

Para conocer la influencia del ON derivado de la iNOS (sintasa de oOxido nitrico
inducible) sobre el tono vascular de aorta, se midié la contraccion de los anillos con y
sin endotelio de ratas control o hipertensas en presencia del inhibidor selectivo (1400w).
Con estos experimentos se obtuvo que la inhibicién de la enzima INOS no modificé la
contraccidén al agonista adrenérgico en ninguna de las condiciones experimentales, lo
que descarta la posible influencia de ON derivado iNOS en la contraccion a la fenilefrina

tanto en ratas normotensas e hipertensas (figura 17).
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Contraccion (g)
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Figura 18. Efecto de la inhibicién selectiva de nNOS con n-propil-L-arginina sobre la respuesta
contractil a la fenilefrina de la aorta de ratas normotensas e hipertensas. En el eje de las ordenadas
se muestra la contraccién a la fenilefrina en gramos y en el eje de las abscisas la concentracién de

fenilefrina expresada como logaritmo de la concentracion molar. n = 7 anillos con (E+) o sin endotelio

(E-).

En cuanto a la participacion de nNOS en la contraccion de aorta inducida por fenilefrina
en la figura 18 se muestra que hay una ligera tendencia a disminuir la contracciéon en
presencia del inhibidor selectivo de la enzima, sin embargo, no se encontraron
los grupos de ratas

diferencias significativas en ninguno de (normotensas e

hipertensas).

32



Contraccion (g)
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Figura 19. Efecto de la inhibicion no selectiva de la NOS con L-NAME sobre la respuesta contractil a
fenilefrina de aorta de ratas normotensas e hipertensas. En el eje de las ordenadas se muestra la
contraccion a la fenilefrina en gramos y en el eje de las abscisas la concentracion de fenilefrina
expresada como logaritmo de la concentracién molar. n = 8-9 anillos con (E+) o sin endotelio (E-).
*p<0.05 vs control

Con el objetivo de determinar la participacién de los productos de eNOS en la actividad

contractil de los anillos arteriales, se utilizo el inhibidor no selectivo L-NAME, el cual es

capaz de inhibir a las 3 isoformas de NOSs, sin embargo, debido a que los inhibidores

selectivos para INOS y nNOS (1400w y n-propil-L-arginina, respectivamente) no

modificaron la contraccioén a la fenilefrina, podemos sugerir que los efectos con L-NAME

estan relacionados con la actividad de eNOS. Los resultados muestran que la inhibiciéon

de la sintesis de ON con L-NAME aumenté la contraccion inducida por la fenilefrina en

anillos con endotelio de ratas normotensas e hipertensas, siendo mayores las

diferencias con las concentraciones mas altas de fenilefrina (figura 19), lo que indica

que el NO derivado de la eNOS tiene un papel fundamental en la regulacion de tono

vascular adrtico en ratas normales e hipertensas.
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Tabla 2. Concentracién efectiva 50 (CE50) a fenilefrina (agonista adrenérgico al) y la relacion de
concentracion efectiva 50 (Rel. de CE50) de anillos sin y con L-NAME de ratas normotensas e
hipertensas.

Arterias con Arterias con Arterias sin Arterias sin
endotelio de ratas | endotelio de ratas | endotelio de ratas | endotelio de ratas
normotensas hipertensas normotensas hipertensas
CE50 Rel. de CE50 Rel. | CE50 Rel. CE50 Rel.
CE50 de de de
CE50 CE50 CE50
Fenilefrina
5.01 x 108 3.98 x 108 3.98 x 10°° 6.30 x 10°°
3.17 1.26 1 1.26
Fenilefrina
+ 1.58 x 108 3.16 x 108 3.98 x 10° 5.01 x 10°
L-NAME

Con el objetivo de saber si la inhibicién de las isoformas de NOS provoca algun cambio
en la sensibilidad de la aorta a la fenilefrina se obtuvo la relacion de CE50 en la
ausencia y presencia del inhibidor L-NAME (Rel CE50 = CE50C/CE5O0I). Los inhibidores
selectivos para la isoformas INOS y nNOS no modificaron la sensibilidad de la aorta a la
fenilefrina ya que la Rel CE50 fue cercana a 1 (datos no mostrados). En la tabla 2
observamos que se necesité 3.17 veces menos fenilefrina para obtener el 50% de
contraccion maxima en los anillos con endotelio que fueron expuestos a L-NAME de
ratas normotensas comparados con los que no fueron expuestos a L-NAME. En
contraste con lo que sucede con los anillos con endotelio de ratas normotensas, la
inhibicién del ON con L-NAME no modificé la sensibilidad a la fenilefrina en los anillos
con endotelio de animales hipertensos ya que la Rel CE50 fue 1.26, es importante

mencionar que este valor es semejante al que se obtuvo en anillos sin endotelio.
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Figura 20. Efecto de la inhibicion selectiva de la COX-1 con sc-560 sobre la respuesta contractil a la
fenilefrina de la aorta de ratas normotensas e hipertensas. En el eje de las ordenadas se muestra la
contraccion a la fenilefrina en gramos y en el eje de las abscisas la concentracion de fenilefrina
expresada como logaritmo de la concentracién molar. n = 8 anillos con (E+) o sin endotelio (E-).
*p<0.05 vs control

Con el propésito de evaluar la participacion de los metabolitos de la ciclooxigenasa 1 en
la respuesta contractil de los anillos arteriales, se utilizé el inhibidor selectivo de la COX-
1 el sc-560, donde se obtuvo que los anillos con endotelio de ratas normotensas e
hipertensas en presencia del inhibidor contrajeron en menor grado que los anillos sin
inhibidor. Por otro lado, los anillos de ratas normotensas e hipertensas que se les retiro
el endotelio no presentaron diferencias en la respuesta contractil, lo que implica que las
prostaglandinas que participan en el proceso de contraccién se estan generando en las

células endoteliales, figura 20.
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Figura 21. Efecto de la inhibicion selectiva de COX-2 con ns-398 sobre la respuesta contractil a la
fenilefrina (agonista vaso contractil) de la aorta de ratas normotensas e hipertensas. En el eje de las
ordenadas se muestra la contraccion a la fenilefrina en gramos y en el eje de las abscisas la
concentracion de fenilefrina expresada como logaritmo de la concentracion molar. n = 10 anillos con
(E+) o sin endotelio (E-). *p<0.05 vs control

Finalmente, para averiguar el papel de los prostanoides derivados de la ciclooxigenasa
2 en la regulacion de contraccion de arteria aorta, se utilizé el inhibidor selectivo de la
COX-2 el ns-398. Los resultados muestran que la inhibicion selectiva de la COX-2 en
las arterias con endotelio reduce drasticamente el efecto contractil de la fenilefrina en
los grupos normotenso e hipertenso mientras que en las arterias sin endotelio el ns-398
no provocd cambios significativos en la respuesta de la fenilefrina en ambos grupos
(figura 21).
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Tabla 3. Concentracién efectiva 50 (CE50) a fenilefrina (agonista adrenérgico al) y la relacion de
concentracion efectiva 50 (Rel. de CE50) de anillos sin y con el ns398 (inhibidor selectivo de la COX-2)
de ratas normotensas e hipertensas.

Arterias con Arterias con Arterias sin Arterias sin
endotelio de ratas endotelio de endotelio de ratas | endotelio de ratas
normotensas ratas normotensas hipertensas
hipertensas
CE50 Rel. CE50 Rel. CE50 Rel. de CES50 Rel.
de de CE50 de
CE50 CE50 CE50
Fenilefrina
3.16 x 10 3.16x 108 7.94x10° 7.94x10°
i 0.40
Fenilefnina 0.50 0.50 0.79
+ 7.94 x 10° 6.30x10°8 1.58x10% 1x108
ns-398 i

La inhibicién de la COX-1 no modifica la sensibilidad de la aorta con o sin endotelio,
debido a que la rel CE50 fue 1 tanto en el grupo normotenso como en el hipertenso
(datos no mostrados). En la tabla 3 se observa que en los anillos con endotelio que
fueron expuestos a ns-398 se requirié 0.40 y 0.50 veces mas fenilefrina para obtener el
50% de la contraccidbn maxima en ratas normotensas e hipertensas comparados con los
que no fueron expuestos al inhibidor selectivo para COX-2, lo que implica que los
anillos con endotelio de ratas normotensas e hipertensas perdieron sensibilidad a la
fenilefrina. Ademaés, la inhibicion de COX-2 en los anillos sin endotelio de ratas
normotensas incremento la CE50 de fenilefrina 0.50 veces, lo que indica que COX-2 no
solo se encuentra a nivel endotelial sino también en el musculo liso de la aorta de ratas

normotensas.
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8.0 DISCUSION

Los principales hallazgos del presente trabajo indican que la sintesis de ON por
la eNOS inhiben la contraccién provocada por la fenilefrina en la aorta de ratas
normotensas e hipertensas. Este efecto fue mas importante en los animales
hipertensos, lo que sugiere que la deficiencia de ON provocada por el tratamiento
cronico con L-NAME incrementa la actividad o la expresion de la isoforma eNOS
presente en las células endoteliales. Una explicacién alternativa a este fenbmeno
podria ser que se incrementen la produccién de otras sustancias vasodilatadoras en
respuesta a la deficiencia de ON. Ademas encontramos que prostanoides
vasoconstrictores derivados de la COX-1 pero principalmente de la COX-2 contribuyen
al efecto contractil de la fenilefrina. Un aspecto particularmente interesante es que
influencia los prostanoides vasoconstrictores derivados de la COX-1 sobre la
contraccion inducida por la fenilefrina esta disminuida en las ratas hipertensas mientras

que la actividad de la COX-2 no parece estar modificada.

Induccion de hipertension arterial secundaria mediante la administracion de L-
NAME.

Nuestros resultados muestran que las ratas del grupo control tuvieron valores de
presion arterial de normotension (<140 mmHg) durante todo el experimento, de igual
forma la PAS de las ratas que fueron administradas con L-NAME (75 mg/kg/dia
durante 15 dias) presentaron una presion arterial inicial de 120 + 2.1 mmHg, a los 8
dias de iniciado el tratamiento con L-NAME desarrollaron hipertension arterial con
valores de 141 + 3.5 mm Hg y al finalizar el tratamiento encontramos valores de 151 +
3.8 mmHg (figura 14). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kristek y
colaboradores en 2015, quienes administraron L-NAME (50mg/kg/dia) durante seis
semanas observando un aumento significativo de la PAS a partir de la primera semana
con valores de 140 mmHg y finalizando en 165 mmHg en ratas Wistar. La diferencia en
la PAS final de 14 mmHg con respecto a nuestros datos probablemente se debe a la
dosis de L-NAME administrada y/o al tiempo de tratamiento. El L-NAME compite con el
sustrato la L-arginina, por la unidén a las isoformas de las sintasas de oOxido nitrico, lo

que evita que se forme ON y con ello disminuye el contenido de GMPc en la pared
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arterial, lo que contribuye a la disminuciéon del proceso dilatador de los vasos
sanguineos y por consiguiente al aumento de la resistencia vascular periférica (Jean-

Francois, Warin et al. 1992) y de la presion sanguinea (Das, Kravtsov et al. 1999).

Se ha reportado que en la hipertension arterial provocada por la inhibicion
farmacoldgica de 6xido nitrico, no solo participa la deficiencia de ON, sino que estan
asociados diversos factores que contribuyen al desarrollo de la enfermedad, como el
incremento en la sensibilidad vascular a a2-adrenoreceptores (Kanagy 1997,
Giovannitti, Thoms et al. 2015), el aumento de los niveles de angioensina Il (Ang Il), los
niveles de renina (Guzman-Hernandez, Villalobos-Molina et al. 2015), los cuales,

participan en el proceso contractil del musculo liso vascular.

Contraccién promovida por fenilefrina en arteria aorta de ratas normotensas e
hipertensas.

El analisis de la contraccion de aorta toracica provocada por fenilefrina mostré
que la remocién del endotelio indujo un aumento de la actividad contractil en ambos
grupos (ratas normotensas e hipertensas) (figura 15), lo que indica que en el endotelio
se producen sustancias relajantes que modulan el proceso de contraccion, ademas, en
la tabla 1 podemos observar que las CE50s de los anillos sin endotelio fueron 7.58 y 6
veces mas pequefias que en los anillos con endotelio para las ratas normotensas e
hipertensas respectivamente, o que demuestra la participacion endotelial durante la

contraccion de la arteria aorta en ratas en ambos grupos de ratas.

De manera interesante, en anillos con endotelio la contraccion méaxima mediada
por la de fenilefrina fue significativamente menor en ratas hipertensas (figura 15), lo que
sugiere que durante el desarrollo de HTA en este modelo, se activan mecanismos
vasodilatadores dependientes de endotelio compensatorios que regulan la dilatacion de
la arteria aorta. Estos resultados concuerdan con estudios donde se observo una menor
respuesta contractil de anillos arteriales aédrticos que fueron tratados con L-NAME
(Cacanyiova, Berenyiova et al. 2014). En este sentido, Furchgott y Zawadzki
demostraron que es necesaria la presencia de endotelio en los vasos sanguineos para

producir relajacion (Furchgott and Zawadzki 1980). Es decir, el ON sintetizado en el
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endotelio vascular es el principal responsable de la dilatacion de los vasos sanguineos,
lo cual es esencial para la regulacion de su tono (Moncada, et al., 1993). Ademas, se ha
observado que la liberacion de ON de las células endoteliales en respuesta al estimulo
de los receptores a adrenérgicos (agonistas vasocontractiles como la fenilefrina) inhibe
la respuesta contractil (Gurdal, Can et al. 2005). Algunos estudios sugieren que la
vasoconstriccién inducida por el agonista provoca indirectamente la liberacion de ON
del endotelio, esto a través del paso de calcio de las células de musculo liso a las
células endoteliales, ya que se ha observado que la fenilefrina es capaz de aumentar
los niveles intracelulares de calcio de las células musculares lisas (Dora, Doyle et al.
1997, Sekiguchi, Miyake et al. 2001, Girdal, Can et al. 2005).

Como ya se habia mencionado en el presente estudio se observdé una menor
contraccion a fenilefrina de los anillos adrticos con endotelio de ratas tratadas con L-
NAME (figura 15). Es importante mencionar que la contraccion de los vasos es
influenciada por factores como la presencia y distribucion de fibras de elastina,
colageno, matriz extracelular y fibras musculares lisas, en condiciones patologicas
como en la HTA se encuentran alterados, y ello modifica la respuesta contractil de las
células musculares lisas (Cacanyiova, Berenyiova et al. 2014), este fendbmeno no
explica la disminucién de la respuesta contractil que observamos, ya que en los anillos
sin endotelio la contraccién no se modificé en los animales hipertensos.

En este sentido se ha observado que la deficiencia en la sintesis de ON por la
administracion de L-NAME promueve alteraciones arteriales como lesiones fibroticas y
disminucién de la expresion de proteinas contractiles (Bernatova, Pechanova et al.
2002). También se ha reportado un incremento en la rigidez de las paredes arteriales
asociada a la hipertension arterial provocada por la disminucion farmacolégica de ON
(Fitch, Rutledge et al. 2006).

Por otro lado, se ha observado un aumento de las ciclooxigenasas 1y 2 en el
modelo de HTA por inhibicién farmacolégica del ON (Qu, Leung et al. 2010), este
aumento conlleva a una mayor produccién de prostanoides, como prostaciclina
(Guzman-Hernandez, Villalobos-Molina et al. 2015) que contribuyen en la relajacion de

los vasos sanguineos (Félétou, Huang et al. 2011) estos eventos podrian presentarse

40



como una respuesta compensatoria al déficit de ON, para mantener la contraccion

observada en nuestro estudio (figura 15).

Efecto de la inhibicibn de la sintasa de oOxido nitrico inducible, neuronal y

endotelial en la contraccion de arteria aorta

Las sintasas de oOxido nitrico estan presentes en diferentes tipos celulares como
neuronas, macrofagos, células endoteliales y pueden estar una o varias isoformas en
un mismo tipo celular. La isoforma iINOS se ha localizado de forma constitutiva en
células del sistema inmune, como macréfagos y de manera ocasional en linfocitos,
neutréfilos y eosindfilos (Forstermann, Closs et al. 1994), sin embargo, iINOS se ha
detectado funcionalmente en células endoteliales de arteria aorta en modelos de HTA
primaria como lo son las ratas espontaneamente hipertensas (SHR por sus siglas en
inglés), donde se observo que su inhibicién provocaba mayor contraccion de la arteria
aorta con endotelio, efecto que se pierde al retirar el endotelio, lo que indica que en
condiciones patologicas como en HTA la INOS participa en modular la contracciéon
(Alvarez, Briones et al. 2008). Asi mismo en el modelo de HTA por blogqueo
farmacoldgico de ON (L-NAME 50mg/kg/8 semanas) se ha reportado la expresion de
MRNA y proteina de iINOS en aortas de ratas Wistar (Luvara, Pueyo et al. 1998). A
pesar de esto, nosotros observamos que iINOS no tiene una funcién reguladora de la
contraccion de arteria aorta a fenilefrina en nuestro modelo (75 mg/kg/2 semanas)
(figura 17). Con esto podemos suponer que aunque la enzima esté presente en nuestro
modelo de estudio, no necesariamente participa en la regulacién del tono vascular,
tanto en condiciones normales como en la HTA, esto quiza puede estar en relacion con
la severidad y tiempo de establecimiento de la HTA, ya que el modelo de HTA
provocada por la administracion de L-NAME involucra dos etapas, una etapa temprana
caracterizada por la elevacion de la presion sanguinea y una segunda etapa que esta
asociada al desarrollo acelerado de dafios en diferentes 6rganos (Jean-Francois, Abdel-
llah et al. 1993).

Por otro lado, se ha descrito que INOS se expresa durante procesos

inflamatorios asociados a HTA primaria (Alvarez, Briones et al. 2008) y se ha reportado

41



un aumento en el MRNA y en la proteina de moléculas de adhesion celular vascular
como VCAM e ICAM (las cuales participan en el reclutamiento de leucocitos que
secretan citocinas proinflamatorias) a la vez que se presenta un aumento del mRNA y
proteina de iINOS durante la HTA (Luvara, Pueyo et al. 1998) lo que nos indica que
INOS se expresa de forma inducible durante la inflamacién y que su presencia puede
estar relacionada a un proceso diferente de la contraccion. Con respecto a esto,
algunas citocinas proinflamatorias que son secretadas por los leucocitos son
interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8) las cuales tienen elementos de unién
especificos a DNA que interactian con el factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB por
sus siglas en inglés) el cual participa en procesos que conducen a inflamacion (De
Caterina, Libby et al. 1995) y que puede estar relacionado con el estado de inflamacion
gue se presenta en la HTA. Ademas, se ha observado que en aortas de ratas tratadas
con L-NAME (50 mg/kg/8 semanas) se activa NF-kB y este a su vez promueve el
estado inflamatorio en los vasos sanguineos (Gonzalez, Fontaine et al. 2000); por el
contrario, se ha visto en cultivo de células endoteliales que el ON inhibe la activacién de
NF-kB (Hai-Bing, Libby et al. 1995). Es necesario hacer hincapié que en el modelo que
utilizamos (75 mg/kg/dos semanas) probablemente el bloqueo de la produccion de ON
no sea total, ya que se ha reportado que en modelos de HTA por administracion de L-
NAME existe una produccion de ON residual (Secilmis, Ozl et al. 2014) y es posible
gue este ON residual sea el responsable de inhibir procesos inflamatorios a través del

bloqueo de NF-kB y con ello también evite la participacion de iNOS.

Por otra parte, con respecto a la participacion de la sintasa de 6xido nitrico
neuronal (nNNOS), se sabe en principio que es expresada constitutivamente en cerebro,
neuronas, células epiteliales de pulmon, Utero, estbmago, en células de la macula
densa de rifién y en musculo esquelético de humano (Férstermann, Closs et al. 1994).
En el presente trabajo observamos que el ON derivado de la isoforma nNOS tampoco
participa en la contraccién de arteria aorta en nuestro modelo de estudio, ya que en la
figura 18 se puede apreciar que no hubo diferencias en la contraccion a fenilefrina. Este
resultado concuerda con lo publicado por Cacanyiova en los afios 2009 y 2014, donde
demuestran que al bloquear nNOS con 7-NI (inhibidor selectivo de nNOS), no hay

cambio en la contraccidén de arteria aorta de ratas Wistar estimulada con noradrenalina
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(Cacanyiova, Kristek et al. 2009, Cacanyiova, Berenyiova et al. 2014). Sin embargo,
esta enzima puede tener una participacion indirecta en la HTA, ya que Bounlager
reporta en células de musculo liso de arteria cardétida, la expresion de mRNA de nNOS
en el modelo de SHR, en el cual nNOS es activada por angiotensina Il (Ang Il) via
receptor AT1 (Boulanger, Heymes et al. 1998), Ang Il es un octapeptido que participa en
el sistema renina-angiotensina (SRA), el cual est4 sobreactivado durante la HTA y
participa en su desarrollo (Crowley, Gurley et al. 2006, Castro-Moreno, Pardo et al.
2012) y directamente en la contraccion de los vasos sanguineos. Esto quiza justifica el
hecho de que no haya diferencia de contraccion en los anillos arteriales del grupo de
ratas normotensas (figura 19) ya que en condiciones fisiolégicas angiotensina Il no esta
sobreactivada (Boulanger, Heymes et al. 1998) y se sabe que en ratas Sprangue-
Dawley el ON es capaz de promover la regulacion de la actividad de renina, la cual es
una enzima que conduce a la produccion de Ang Il (Schricker, Hamann et al. 1995). Sin
embargo, en nuestro grupo de estudio se ha reportado en ratas hipertensas, por déficit
de ON, una mayor expresion de mRNA de renina y un aumento de la concentracion
plasmatica de Ang Il (Guzman-Hernandez, Villalobos-Molina et al. 2015), lo que sugiere
que en las arterias como la aorta de ratas hipertensas (figura 18), otros agentes

contractiles como la fenilefrina no estimulan la actividad de nNOS.

En cuanto a la sintasa de Oxido nitrico endotelial, esta isoforma es expresada de
manera constitutiva en células endoteliales (Forstermann, Closs et al. 1994); en el
presente estudio mostramos que eNOS tiene una participacion regulatoria en el proceso
de contraccion de la arteria aorta de ratas normotensas e hipertensas, ya que en la
figura 19 observamos un aumento en la contraccion de las arterias con endotelio en
presencia de L-NAME. Con relacion a esto, se ha observado que la estimulacion
prolongada (6-12 hrs) de los a1 adrenoreceptores por agonistas como la fenilefrina
incrementa la expresion de eNOS en arterias aortas con endotelio de ratas Wistar
(Gurdal, Can et al. 2005), lo que sugiere esta isoforma es uno de los mecanismos
involucrados en la regulacion de la respuesta contractil, ya que, en vasos de
conductancia como la aorta, la vasodilatacion dependiente de endotelio es atribuida
(Capettini, Cortes et al. 2010)principalmente a la produccién de ON (Pohl, De Wit et al.
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2000), y esta bien establecido que la sintasa de 6xido nitrico endotelial es la principal
responsable de la produccién de ON.

Sin embargo, como ya se mencion0, a pesar de que la eNOS es expresada
constitutivamente, existen diversos estimulos que promueven una mayor expresion de
esta, como lo es el shear stress (estrés causado por el flujo sanguineo) (Traub and Berk
1998), el cual, incrementa la transcripcion de eNOS (Davis, Grumbach et al. 2004).
Ademas, se ha reportado que el ON tiene la capacidad de regular la activacion de la
transcripcion del mRNA de eNOS y promueve su actividad en respuesta a este tipo de
estrés (Grumbach, Chen et al. 2005). Sin embargo, se ha observado que en SHR con
hipertension arterial establecida, se presenta un aumento del estrés causado por el flujo
sanguineo (Huang, Sun et al. 2000). En el modelo de HTA que utilizamos en este
estudio no se ha reportado el cambio de este shear stress por lo que podemos suponer
con base a la severidad y transcurso de tiempo de establecimiento de HTA de nuestro
modelo que el aumento del Shear stress podria explicar el hecho de que haya un
aumento en la actividad de eNOS en las hipertensas (figura 19).

Por otra parte, para que eNOS se active es necesario un aumento de calcio
intracelular en las células endoteliales, esto permite la unién del complejo
calcio/calmodulina y a su vez la unién de este complejo a los dominios de eNOS. Este
aumento de calcio promueve la fosforilacién de la serina 1177 de eNOS que permite el
flujo de electrones del dominio oxidasa al dominio reductasa y con ello la produccién de
ON a partir de L-Arginina (Adams, Barakeh et al. 1989, Schneider, Kebir et al. 2003).
Con respecto a esto, se ha observado que Ang Il via receptor AT tiene la capacidad de
favorecer indirectamente la fosforilacion de la serina 1177 de eNOS mediante la
activacion de la proteina cinasa AKT la cual activa al receptor IRAG y con ello se
produce un aumento de calcio intracelular que concluye en la activaciéon de eNOS
(Khan, Wagner et al. 2006, Suzuki, Eguchi et al. 2006). Lo que nos permite sugerir que
en nuestro modelo la sobreexpresion de Angiotensina Il activa a la sintasa en las ratas

hipertensas mediante el mecanismo antes mencionado.
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Efecto de la inhibicion de ciclooxigenasa 1 y ciclooxigenasa 2 en la contraccion
de arteria aorta

La ciclooxigenasa 1 como se menciond6 en la introduccion se expresa
constitutivamente en la mayoria de los tejidos, sin embargo, es expresada en niveles
mayores en ciertas células y tejidos, como lo son el endotelio, monocitos, plaquetas,
tubulos colectores renales y vesiculas seminales (Smith, DeWitt et al. 2000). En el
presente estudié observamos una disminucién en la contraccion de las arterias con
endotelio en presencia del inhibidor especifico para COX-1 (sc-560) en ratas
normotensas e hipertensas (figura 20), lo que nos indica que COX-1 participa en la
contraccion de la aorta tanto para ratas normotensas como hipertensas. Esto concuerda
con lo reportado en 2013 por Liu y colaboradores donde al utilizar un inhibidor de COX-
1 observan una disminucién de la contraccion de arteria aorta abdominal en raton.
Ademas, se ha demostrado que la acetilcolina induce contracciones dependientes de
endotelio que involucran la estimulacion de COX-1, que a su vez produce factores
contractiles derivados de endotelio capaces de activar receptores TP en células de
musculo liso (Yang, Félétou et al. 2003). Como ya se ha mencionado los receptores TP
son receptores especificos de union a tromboxano Az, el cual es el principal prostanoide
sintetizado por COX-1 y que al activar a su receptor promueve la contraccion de las
células musculares lisas (Caughey, Cleland et al. 2001, Félétou, Huang et al. 2011) a
través de la activacion de proteinas Gq y la subsiguiente activacion de los receptores
IP3 del reticulo sarcosplasmico que liberan calcio al espacio intracelular y con ello
provocan el proceso de contraccién del musculo liso (Villalba 2010); este mecanismo
sugiere que la activacion de los receptores alfa adrenérgicos (en este estudio) se asocia
con la produccién de PGs contractiles derivados COX.

Otro prostanoide que es sintetizado por COX-1 es prostaciclina quien
comunmente se une a receptores IP provocando vasodilatacion (Félétou, Huang et al.
2011), sin embargo se ha reportado que COX-1 produce prostaciclina y que esta puede
genera vasoconstriccion mediante la unién a receptores TP en arterias renales porcinas
(Liu, Luo et al. 2012); de esta manera nosotros proponemos que tromboxano y
prostaciclina pueden ser los prostanoides que estan siendo generados por COX-1y que
contribuyen a la contraccion observada en los anillos arteriales con endotelio en ratas

normotensas que en hipertensas.
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Finalmente, como ya se habia mencionado, la expresion de ciclooxigenasa 2 se
lleva a cabo de manera inducible, ya que diferentes estimulos como factores de
crecimiento y mediadores de inflamacion como interleucina 1 (IL-1), el factor de
necrosis tumoral a (TNF- a por sus siglas en inglés) y lipopolisacaridos (LPS)
promueven la expresion del gen de COX-2 (Smith, DeWitt et al. 2000). A pesar de esto,
en ciertos tejidos COX-2 es expresada constitutivamente, como lo es en cerebro, timo,
intestino y rifion (Kirkby, Chan et al. 2016). En el presente estudio mostramos que COX-
2 tiene una participacion regulatoria en la contraccion de arteria aorta tanto de ratas
normotensas como hipertensas, ya que en la figura 21 podemos observar una
disminucion de la contraccion de los anillos arteriales en presencia de NS-398 (inhibidor
selectivo para COX-2) tanto en ratas normotensas como en hipertensas. Este resultado
concuerda con lo reportado por Chaignat y colaboradores en 2008 los cuales
observaron una menor actividad contractil del musculo liso de uréteres de humano y de
cerdo al utilizar diclofenaco (inhibidor no selectivo de las ciclooxigenasas). Ademas, se
ha reportado que en cerdos tratados con L-NAME existe una sobreexpresion de COX-2
en macula densa (Kommareddy, McAllister et al. 2011), lo que nos indica que el inhibir
la produccién de NO contribuye a la sobreexpresiéon de COX-2.

En la arteria aorta, existen otros factores que influyen en la expresion de esta
enzima, se ha reportado que el shear stress tiene la capacidad de activar la expresién
génica de COX-2 en células endoteliales (Inoue, Taba et al. 2002). Otro factor
relacionado con la expresion de esta ciclooxigena es Ang Il, ya que se ha observado
que via receptor AT1 es capaz de estimular la expresion de COX-2 en células de
musculo liso de aorta de rata (Morinelli, Walker et al. 2008). Asi mismo, la presencia de
Ang Il en células endoteliales y en células de musculo liso promueve una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROSs), y a su vez, estas promueven la
mayor expresion y actividad de COX-2 (Griendling, Minieri et al. 1994, Kiritoshi,
Nishikawa et al. 2003, Martinez-Revelles, Avendafio et al. 2012, Dikalov and
Nazarewicz 2013). De esta manera nosotros podemos suponer que ademas de Ang ll,
las EROs son otros factores que promueve la mayor generacion de COX-2 asi como de

su actividad y explica lo observado en nuestros resultados.
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Por otra parte, uno de los productos del acido araquiddnico es la prostaciclina
(PGI2) la cual mediante la unién a su receptor IP es un efectivo vasodilatador que es
formado por las ciclooxigenasas que se encuentran localizadas en la pared de los
vasos sanguineos particularmente en las células endoteliales (Belo and Talesnik 1982)
y se ha reportado que en este tipo de células la COX-2 es la principal responsable de la
mayor produccion de prostaciclina (McAdam, Catella-Lawson et al. 1999), y como ya se
menciond, prostaciclina es capaz de unirse a receptores TP promoviendo contraccion

en el masculo liso (Liu, Luo et al. 2012).

En resumen, nuestros resultados muestran que eNOS, COX-1 y COX-2
participan en la regulacion de la contraccion de la arteria aorta tanto en ratas
normotensas como en ratas hipertensas y proponemos que el ON y prostanoides
vasoconstrictores como tromboxano Az, la PGHz y PGF2, son los principales
componentes producidos por estas tres enzimas que modulan el proceso contractil, por
lo que se pretende en futuros estudios realizar los experimentos necesarios para
comprobar esto. Ademas, con base en la bibliografia mencionada podemos decir que
factores como agonistas a adrenérgicos, renina, Ang Il, shear stress y EROs estan
modulando la expresion y la actividad de eNOS, COX-1 y COX-2 en el modelo

estudiado en el presente estudio
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9.0 CONCLUSIONES

* La administracion de L-NAME por via oral produce el desarrollo de hipertension
arterial secundaria en la rata.

* La HTA secundaria inducida con L-NAME disminuye la contraccion en aortas por
un mecanismo gue involucra a las células endoteliales.

* INOS y nNOS no participan en la regulacion de la respuesta contractil a
fenilefrina de aortas con y sin endotelio de ratas normotensas e hipertensas.

* EIl ON liberado por eNOS a nivel de células endoteliales regula la contraccion a
fenilefrina en aorta de ratas normotensas e hipertensas.

* Las enzimas COX-1y COX-2 endoteliales generan prostanoides vasocontractiles
gue contribuyen a la contraccién inducida por fenilefrina en la aorta de ratas
normotensas e hipertensas. Sin embargo, la influencia de los metabolitos

derivados de la COX-1 es menor en la aorta de ratas HTA.
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Car( Edward Sagan

Nosotros somos parte del
universo, estamos en este
universo, pero quizd mds
importante que estos dos
» hechos es que el universo
estd en nosotros.

Neil deGrasse Tyson

El amor por todas las criaturas vivientes es el mds
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