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RESUMEN

Antecedentes. A pesar de que la hipertension esencial (HTAS)
es un problema de salud publica y que existe un gran niimero de
publicaciones relacionadas con el tema, la etiologia de la misma
es todavia desconocida. El desequilibrio entre diferentes agentes
vasoconstrictores y vasodilatadores ha sido propuesto como el as-
pecto fisiopatoldgico esencial de la hipertension, ademas de que el
estrés oxidativo y el estrés por cizallamiento juegan un papel pri-
mordial.

Objetivo. Determinar si existen diferencias en la reactividad
vascular renal a la estimulacion a -adrenérgica con fenilefrina al
comparar curvas concentracion-respuesta entre las ratas WKY (nor-
motensas) con las SHR (ratas hipertensas) en las edades de tres y
seis meses.

Método. Se utilizé la metodologia de rifidn aislado perfundido y
el poligrafo BIOPAC® para construir curvas concentracion-respues-
ta, en presencia de L-NAME inhibidor de las NOS-1, NOS-2 y NOS-
3 y con indometacina como inhibidor de las COX-1y COX-2, y estu-
dios de histologia e inmunolocalizacion de la NOS-2 en el rifion.

Resultados. Se encontraron diferencias entre animales hiper-
tensos (SHR) y normotensos (WKY) en condiciones control, ade-
mas de observarse un bloqueo en la respuesta contractil al inhibir
las NOS y COX. Asi mismo, se encontraron dos estadios durante
el desarrollo de la HTAS: en las SHR de tres meses existe una
hiperreactividad, mientras que en las SHR de seis meses se pre-
senta una hiporreactividad.

Nitric oxide and prostaglandins in endothelial regulation
of the contractile tone of hypertensive rats.

SUMMARY

Background. Although the essential hypertension (EHTS) it
is a problem of public health and that a great number of publica-
tions related with the topic, the etiology of the same one is still
ignored. The imbalance between different vasoconstrictors and
vasodilatations bioactive factors has been proposed as the aspect
essential physiopathology of the hypertension besides that the oxi-
dative stress and the shear stress play a basic role.

Objective. In this work they met differences in the renal vascu-
lar reactivity with stimulation (0 -adrenoceptors with phenylephrin
when comparing curved concentration-response among the WKY
(rats with normal blood pressure) with the SHR (rats with sponta-
neously high blood pressure) in the ages of three and six months.

Method. We used isolated perfused kidney model in spon-
taneously hypertensive rats and normotensive Wistar Kyoto
Yokamoto rats. The response-concentration curves to make with
L-NAME and indomethacin in buffer Krebs. Morphology stu-
dies in kidney slices with H & E and immunohistochemistry to
NOS-2.

Results. A blockade was observed in the contractile response
when inhibiting those enzymatic activity of NOS and COX, sug-
gesting that contractile prostanoids as the PGH, and the TXA, par-
ticipate during the contractile response to phenylephrin.
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Reactividad vascular renal. Participacion del xido nitrico y prostaglandinas

Conclusiones. Estos hallazgos sugieren que prostanoides con-
tractiles como el PGH, y el TXA, participan durante la respuesta
contractil. El estrés oxidativo puede favorecer que la actividad de
las NOS forme peroxinitritos que condicionan una disminucién
en la biodisponibilidad de prostanoides vasodilatadores, coadyu-
vando al dafio tubular y glomerular. La reactividad vascular en las
SHR de seis meses puede condicionar el disparo de otros mecanis-
mos compensadores que incrementen la PA de forma sistémica
para aumentar la presion de perfusion y esta fisiopatologia favore-
ce ala HTAS.

Palabras clave: endotelio, 6xido nitrico, prostaglandinas, SHR,
rifion, prostaciclina, tromboxano, hipertension, receptores a-1 adre-
nérgicos, reactividad vascular.

Introduccion

La hipertension arterial es un problema de salud publica
y se define segin la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO) como una presion igual o mayor a 140/90 mm Hg
(Cuadro 1)."* Desde el punto de vista biomédico la HTA es
un desorden hemodindmico que refleja la alteracién en las
resistencias vasculares periféricas (RVP). En todas las for-
mas de HTA las RVP totales estan aumentadas por multi-
ples factores, entre los que se incluyen: la disfuncién endo-
telial, que se caracteriza por una disminucion de la funcién
y/o la produccion de 6xido nitrico (NO-) y prostaciclina
(PGL), la elevacion de los niveles plasmaticos de endoteli-
na, la activacion del sistema renina-angiotensina-aldoste-
rona y aumento de la angiotensina I (AGT-II) circulante
como mediador de la vasoconstriccidn, el incremento de
catecolaminas y la viscosidad sanguinea, asi como cam-
bios estructurales de los vasos sanguineos que consisten en
la hipertrofia de la pared vascular y contribuyen a la dismi-
nucion en el numero y calibre de las arteriolas.** 90% de los
pacientes con diagndstico de HTA son clasificados como
hipertension esencial (HTAS), es decir, no presentan altera-
ciones secundarias como la estenosis de las arterias renales,
la coartacion de la aorta, el feocromocitoma, etcétera.’”’

Antecedentes

La rata Wistar cuenta con una cepa espontaneamente hi-
pertensa (SHR) y un control normotenso Wistar Kyoto-Y oka-
moto (WKY); ambas cepas han sido ampliamente aceptadas
como modelo experimental mas aproximado a la hiperten-
sion arterial esencial de los humanos, por lo que resulta ideal
para estudiar los mecanismos fisiopatolégicos de este tipo
de hipertension primaria. A los tres meses de edad las SHR
(SHR,) presentan hipertension esencial evidente y a los seis
meses de edad (SHR,) la hipertension ya se ha desarrollado
y las lesiones a 6rganos blancos se hacen mas manifiestas.®

El 6xido nitrico (NO-) se sintetiza en diversas células,
ademas de las endoteliales a partir del aminoéacido L-argini-
na por tres isoformas de la NOS, que son enzimas citosoli-
cas (Cuadro 2) con genes diferentes, dos dependientes de la
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Conclusion. They were also two steps during the development
of the HTAS in the SHR of three months a hyperactivity conditio-
ned by a decrease in the biodisponibility of the nitric oxide that
increases the generation of TXA, and a decrease in the basal gene-
ration of PGI2 exists. However the stimulation a-1 adrenoceptors
shows hyporeactivity in SHR six months old. This decrease in the
contraction can condition to shot of other feed back mechanisms
that the systemic blood pressure in way increases sistematically to
increase the perfusion pressure and this physiopathology favors
that essential hypertension.

Key words: Endothelium, nitric oxide, prostaglandines, SHR,
kidney, prostacyclin, thromboxane, hypertension, adrenergic, O-1
receptors, vascular reactivity.

Ca+t/calmodulina y una inducida por citocinas con propie-
dades farmacolégicas similares al FRDE.? El NO- controla
el tono vascular dependiente del endotelio!®!! y desempefia
una funcion activa en numerosos procesos bioldégicos como
la vasodilatacion'>'* via NOS-3, la defensa contra infeccio-
nes' o agresiones ambientales via NOS-2,'® la plasticidad
de la sinapsis via NOS-1 y en ser una sefial positiva en la
activacion del sistema inmunoldgico. '’

La estimulacion de receptores endoteliales por neuro-
transmisores (noradrenalina, acetilcolina, sustancia P y
ATP), por autacoides (adenosina, trombina, bradicinina,
angiotensina II, histamina, serotonina y endotelina) o por
hormonas (insulina, oxitocina, vasopresina y estrégenos)
produce la liberacion de NO-."* La generacion de NO- tam-
bién es incrementada por factores fisicos como el flujo san-
guineo (estrés de cizallamiento)'* o la contraccion de los
vasos sanguineos,!” de esta manera el NO- tiene una fun-
cion destacada en la regulacion del tono del musculo liso
vascular y del flujo sanguineo hacia los tejidos. Ademas,
de su efecto relajante directo el NO- inhibe la agregacion
plaquetaria, la adhesiéon y migracion de células sanguineas
a la pared vascular (Cuadro 3)."®

La produccion de NO- por las células endoteliales pue-
den influir importantemente en la contraccion de los vasos
sanguineos, asi, la remocion del endotelio de arterias y ve-
nas aumenta la sensibilidad del musculo liso vascular a di-
ferentes agentes contractiles'**? La disminucion de la contrac-
cién en arterias con endotelio se ha atribuido a la liberacion
del NO-, ya que la inhibicién de su sintesis imita los efectos de
la remocion del endotelio. 22

Cuadro 1. Criterios clinicos para el diagnodstico de la HTA.

Definida por la WHO mm Hg
Valores normales Sistolica 139 0 menos
Diastolica 88.9 0 menos
Valores limite Sistolica 140-159
Diastdlica 90-94
Hipertension Sistolica 160 o mas
Diastdlica 95 0 mas
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Cuadro 2. Isofomas de las sintasas de 6xido nitrico.

Abreviatura: NOS-1 o nNOS

NOS-2 0 iNOS NOS-3 0 eNOS

Tejido: Neuronas y células epiteliales
Tipo de
expresion: Constitutiva
Peso
molecular 150 a 160 kDa
Cromosoma. 12
Requerimientos
de calcio: Si
Produccion de
NO-: NM

5'GAACCCCCAAGACCATCC3’
3" GGCTTTGCTCCCACAGTT5’
Tamaiio bp 308

Secuencias de
primers para
RT-PCR

Macréfagos células del musculo liso

5'GTGTTCCACCAGGAGATGTTG3’
3'CTCCTGCCCACTGAGTTCGTCS’

Células endoteliales

Induccion transcripcional Constitutiva

125 a 135 kDa 133 kDa
17 7
No Si
mM nM

5'TACGGAGCAGCAAATCCAC3’
3’'CAGGCTGCAGTCGTTTGATCS’

Tamaiio bp 570 Tamaiio bp 819

Cuadro 3. Balance homeostatico a nivel del endotelio vascular.

Funcion Vasodilatadores Vasoconstrictores

Tono vascular Oxido nitrico. Endotelina-1

Prostaciclina PGI, EDCF
EDHF Angiotensina Il
Adenosina PGH,
Bradicinina TXA,
Antiagregacion Oxido nitrico TXA,
plaquetaria PGI,
ADPasas
Heparan sulfato
Coagulacion Trombomodulina Factor Von Willebrand
EPCR
Heparan sulfato
Dermatan sulfato
Fibrinolisis PAI-1 t-PA
Oxido nitrico Endotelina-1
Crecimiento celular  PGI, PDGF

Hepﬁran sulfato Angiotensina Il

Moléculas de adhesion

Existe considerable evidencia indicando que la hiper-
tension arterial y el envejecimiento se asocian con una re-
duccidn en la capacidad del endotelio para deprimir la con-
traccion de los agonistas o -adrenérgicos, la serotonina y
la endotelina-1 en arterias de la rata.?’*° Sin embargo, la
informacion sobre los mecanismos involucrados en este fe-
noémeno es controversial. Se ha propuesto que en arterias
de animales viejos o hipertensos, la produccién de NO por
el endotelio estd reducida.’'*¢

Las prostaglandinas (PGS) y tromboxano A2 (TXA,) tie-
nen efectos importantes sobre cuatro tipos de muisculo liso:
vias respiratorias, aparato gastrointestinal, reproductor y
vascular. Otros blancos importantes son las plaquetas y los
monocitos, el sistema nervioso central, terminales nerviosas
presindpticas y sensoriales, 6rganos endocrinos, tejido adi-
poso y los 0jos.’74

A nivel vascular, el TXA, es un mitégeno en la célula
muscular lisa y es el Gnico eicosanoide que ha mostrado te-
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ner este efecto de manera convincente. El efecto mitogénico
es potenciado al exponer a las células musculares lisas en la
testosterona, la cual produce regulacién interna de los re-
ceptores de TXA, en dichas c€lulas; ademas de este efecto,
también produce vasoconstriccion. La prostaglandina F2a
(PGF,,) también es vasoconstrictora, pero no tiene efecto
mitogénico en las células musculares lisas. Otro vasocons-
trictor potente es el 8-epi-PGF . Esta sustancia se produce
en grandes cantidades en el higado de los cirrdticos y se piensa
que esta involucrada en el sindrome hepatorrenal.

Las prostaglandinas vasodilatadoras (PGI,) y (PGE,) pro-
mueven esta accion al disminuir el calcio intracelular del
musculo liso. La prostaciclina (PGI,) vascular es sintetizada
por el endotelio y el musculo liso, siendo estas tltimas las
principales contribuyentes. La PGI, tiene un metabolismo
rapido, de manera que en cuestion de segundos es converti-
da en productos mas estables, pero inactivos. La PGE, es
otro producto vasodilatador endotelial que se encuentra en
la microcirculacion y ademas tiene importantes efectos bio-
logicos en el aparato tubular renal en la diuresis de Na*.*!

Tanto la médula como la corteza renal sintetizan prosta-
glandinas, pero en la médula en mayor cantidad (Figura 1).*
En ambos sitios también se producen varios acidos hi-
droxieicosatetranoicos, leucotrienos, productos de la P450
y epoxidos. Estos compuestos tienen importantes funciones
autorreguladoras en el rifion. Las PGS regulan el tono vas-
cular y la homeostasis del agua y sales en los rifiones de los
mamiferos y se encuentran involucrados en la mediacion y
modulacion de las acciones hormonales. De esta forma las
PGS tienen la capacidad de modificar la hemodinamica re-
nal, asi como las funciones glomerular y tubular. Esta im-
portante regulacion se hace evidente al emplear inhibidores
de la COX (AINES) en pacientes ancianos y en enfermos
renales.*

Los principales productos eicosanoides de la corteza re-
nal son la PGE, y la PGI,. Ambas aumentan la liberacion de
renina; sin embargo, por lo general la liberacion de este pép-
tido estd bajo el control mas directo de los receptores 3 -
adrenérgicos. El glomérulo también sintetiza pequefias can-
tidades de TXA,. Este potente vasoconstrictor no parece ser



Reactividad vascular renal. Participacion del xido nitrico y prostaglandinas

Tubulo contorneado proximal =

Red capilar peritubular «—

Corteza renal

Limite corticomedular

Meédula renal

Corteza
.Médula
Caliz menor

Caliz mayor
Pelvis renal
Uréter

Capsula renal

Glomérulo capsula de Browman

Gromérulo
Arteriola eferente

Tubulo contorneado distal
Arteriola aferente
Arteriola interlobular

—|— Cropusculo renal

Vena interlobular

Vena arcuata
Arteria arcuata

Asa descendente de Henle
Asa ascendente de Henle

Tubo colector

Tubo papilar

Papila renal

Caliz menor
Orina

Figura 1. Muestra las diversas estructuras anatomicas del rifion que conforman la unidad funcional y anatomica llamada nefrona. En la esquina
inferior izquierda se muestra una seccion longitudinal del rifion, que basicamente tiene dos zonas de afuera hacia su centro. La mas externa y conocida
es la corteza renal, en donde se encuentra la mayoria de los vasos sanguineos: la arteria arcuata que disminuye de calibre para conformar las arteriolas
interlobulares hasta llegar a las arteriolas aferentes del glomérulo, de ahi el plasma sanguineo es ultrafiltrado pasando al espacio de Bowman, donde es
recolectado por el tiibulo contorneado proximal con importantes funciones en la reabsorcion de proteinas; de ahi el ultrafiltrado recorre a través del Asa
de Henle pasando de la zona cortical a la zona medular, donde se intercambian diversos iones principalmente; de ahi regresa a la zona cortical hasta el
tabulo contorneado distal para ser excretado por los tubos colectores, que van formando la orina, la cual es conducida hasta los calices y pelvis renal
para llegar a los uréteres y la vejiga. La zona medular es irrigada por una rama de la arteriola eferente (continuacion de los vasos que conforman el
glomérulo); a partir de la arteriola eferente se derivan multiples ramificaciones conocidas como la red capilar peritubular que llevan los nutrientes y
el O, hasta las células tubulares; para llegar a la zona medular esta red capilar peritubular desprende los vasa recta que tienen una trayectoria larga

hasta el Asa de Henle.

responsable de la regulacion de la funcion glomerular en
sujetos sanos.*

La PGE , la PGE, y la PGI, incrementan la filtracion
glomerular a través de sus efectos vasodilatadores. Estas
prostaglandinas también aumentan la excrecidn de agua 'y
sodio, el caso de la primera es un resultado probable de
una disminucion de la accion de la hormona antidiurética
o de la adenilciclasa. Es todavia desconocido si el efecto
natriurético es producido por la inhibicidn directa de la
reabsorcion de sodio en el tibulo distal o si se debe a un
incremento del flujo sanguineo en la médula renal. Los
diuréticos de asa, por ejemplo, la furosemida, producen
su efecto en parte por estimulacién de la actividad de la
COX, lo cual incrementa la sintesis de prostaglandinas
vasodilatadoras en el rifion normal. Por eso la respuesta
del paciente a los diuréticos de asa se vera disminuida por
la administracion concomitante de un AINE (Figura 2).%

Asi como la hormona antidiurética, el TXA, parece in-
crementar el transporte de agua en la vejiga del sapo; éste y
otros datos sugieren que el efecto de la hormona antidiuré-
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tica (ADH) ejerce parte de su efecto al incrementar la sin-
tesis del TXA,. Sin embargo, en presencia de infiltracion
de células inflamatorias como en las glomerulonefritis o en
el rechazo de trasplante renal, estas células, monocitos y
macrofagos liberan cantidades sustanciales de TXA,. Esta
concentracion aumentada produce constriccion intrarrenal (tal
vez un efecto del tipo ADH), resultando en una disminucién
de la funcidn renal; de manera tedrica, ésta se podria mejo-
rar con inhibidores de la sintasa de TXA, o de antagonistas
de su receptor, desafortunadamente hasta el momento nin-
guno de estos farmacos esta disponible para su uso clinico.

Tedricamente el incremento del TXA, y la disminucion
de la PGE, y la PGI, pueden estar involucrados en el desa-
rrollo de la HTA, motivo de este trabajo de investigacion.
Estos cambios hipotéticos presentan otro problema si son
primarios o secundarios. En la nefrotoxicidad por ciclospo-
rina se encontr6 formacion de TXA,; sin embargo, no se ha
determinado relacion de causalidad.*

En el rifién, la inhibicién aguda o crénica de la sintesis
del NO- produce vasoconstriccion arteriolar y retencion de
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Figura 2. Se muestran detalles de la morfologia de las células que forman el aparato tubular de la nefrona y el trayecto del ultrafiltrado glomerular. Las
células de los tubulos contorneados proximales presentan microvellosidades que se encuentran en la region de la luz del tibulo en contacto con el
ultrafiltrado glomerular; estos incrementos de la superficie permiten un mayor intercambio de sustancias entre la luz tubular y la red capilar peritubu-
lar, en esta region son reabsorbidas de manera normal las proteinas que han escapado a la barrera glomerular y son devueltas a la circulacién por
transporte activo a través de endocitosis y vacuolizacion, ya que estos procesos que dependen de energia cuentan con multiples mitocondrias. El asa de
Henle presenta células aplanadas en su region delgada, pero cuando asciende las células se tornan cuboides con pocas microvellosidades. Las células
del tubulo contorneado distal muestran nucleos celulares con nucléolos mas grandes y con menos microvellosidades. Finalmente, las células de los
tubos colectores son cilindricas con nucleos grandes y con pocas microvellosidades.

sodio y agua, asi la deficiencia de NO- esta relacionada
con una disminucién del flujo sanguineo renal y una elimi-
naciéon anormal de agua y sodio, contribuyendo de esta
manera al desarrollo de la hipertension arterial.*”* Por otro
lado, se ha descrito que durante el dafio renal hay una ma-
yor produccion de prostaglandinas que contribuye a la al-
teracion de la funcién renal . *-"

Es probable que durante el desarrollo de la HTAS exis-
tan alteraciones en la funcién del tono vascular, sobre todo
a nivel renal y que se encuentran involucradas con cam-
bios en la estructura de los vasos sanguineos (hipertrofia
del musculo liso vascular), asi como con una mala regula-
cion de las interacciones del endotelio con las células san-
guineas, lo cual puede guiar a lesiones vasculares seve-
ras, trombosis y alteracion de la funcién renal de forma
permanente (insuficiencia renal cronica).’* Por lo tanto, el
estudio de los factores que modulan la actividad contractil
de la vasculatura renal a la estimulacion de los receptores
o -adrenérgicos, puede aportar informacion importante que
nos permitira conocer mejor los mecanismos que participan
en el desarrollo de las complicaciones vasculares durante la
hipertension arterial o el envejecimiento, asi como permitir
el disefio de nuevas estrategias farmacolédgicas para su trata-
miento.>¢

Un aspecto particularmente interesante es que las modi-
ficaciones en la actividad de estos mediadores quimicos se
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han relacionado con hiperreactividad de las arterias de con-
ductanciay de resistencia a los agentes vasoconstrictores,*
en donde, ademas, se pueden encontrar involucrados los
subtipos de receptores o -adrenérgicos (Cuadro 4y 5), en
particular el o -adrenérgico®”y con el desarrollo de com-
plicaciones cardiovasculares como el accidente vascular ce-
rebral, la insuficiencia cardiaca, la enfermedad isquémica
coronaria y la ateroesclerosis. Sin embargo, existe contro-
versia sobre los mecanismos involucrados en la disfuncion
endotelial durante la hipertension y el envejecimiento.

Material y métodos

En esta linea de investigacion nosotros evaluamos de for-
ma inicial la participacion del NO- y de las prostaglandinas
(Figura 3) en la vasoconstriccion a la fenilefrina (agonista of -
adrenérgico) en la vasculatura renal de ratas normotensas
(WKY,y WKY ) e hipertensas (SHR, y SHR ). Para alcanzar
este objetivo se utilizaron varias estrategias experimentales:

1. Estudios funcionales para determinar el efecto de in-
hibidores de la sintesis de NO- (L-NAME), de las prosta-
glandinas (indometacina) sobre la contraccién inducida por
la fenilefrina (FE) en la vasculatura renal tanto de ratas nor-
motensas (WKY) como hipertensas (SHR) con tres y seis
meses de edad.
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Cuadro 4. Diferentes caracteristicas de los subtipos del receptor a -adrenérgico.

Nomenclatura a.,. a, a,
Nombres previos a, o
Proteinas G Gq/11 Gq/11 Gq/11
Potencia NE > = Epi Epi =NE Epi =NE
Agonista selectivos A61603
Antagonista selectivos KMD3213 AHI11110A BMY7378
Nigludipina

S-metiluradipil
Numero de aminoacidos 466 519 572
Gene ADRAIC ADARIB ADARID
Cromosoma 8 5 20

Cuadro 5. Funciones afectadas al bloquear el gen especifico de los
diferentes subtipos de receptores o-1 adrenérgicos en modelos de ratéon
genéticamente modificados.

Carente

del receptor: a, a, a,

Knockout Corazon Contraccion | —

segunda suturas se colocaron en la aorta abdominal por arri-
bay por abajo de la arteria mesentérica y de la arteria renal,
respectivamente, la tercera en la arteria renal, la cual sirvi6
para sujetar el catéter y la ultima en la arteria mesentérica
proximal a la aorta (Figura 4-A).

Se empled un catéter marca Johnson-Johnson Numero
24 G*, con un diametro de 0.70 mm, una capacidad de flu-
jo maximo de 24 mL/min y una longitud de 19 mm; el man-
dril (guia metélica) fue limado previamente para quitar los

Contractibilidad - | !

aortica

Respuesta

Presora FE! FE/NE! FE/NE! filos.
SNC N/D Actividad! Dolor!

Aprendizajel

FE = fenilefrina. NE = noradrenalina. SNC = sistema nervioso central.

2. Estudios morfolégicos para evaluar alteraciones en
la histologia de los rifiones empleados en los experimentos.

Registro de la presion de perfusion renal en rifidn ais-
lado de las ratas WKY y SHR

Todos los animales fueron pesados para calcular la do-
sis de pentobarbital s6dico, empleando una dosis de 60
mg por kilogramo de peso; se administrd por via intrape-
ritoneal con una jeringa y aguja para tuberculina (1 mL) a
nivel del epigastrio. Se realiz6 una laparotomia, incidien-
do plano por plano hasta llegar a peritoneo y exponer el
rifién derecho. Se descapsul6 el rifion para eliminar las
glandulas suprarrenales y el posible efecto de las hormo-
nas liberadas por ellas.

Posteriormente se disecaron las arterias mesentérica su-
perior, renal derecha y aorta abdominal, y mediante cuatro
suturas se refirié un tramo vascular en cruz; la primera y la

Se introdujo la punta del catéter por la arteria mesenté-
rica superior y sigui6 el trayecto hasta alcanzar la arteria
renal. Se lig6 a nivel de la arteria renal y a nivel de la arte-
ria mesentérica con el mandril metalico puesto, se introducen
4 mL de solucién Krebs oxigenada previamente por el burbu-
jeo con carbdgeno y suavemente con una jeringa de 1 mL
(tipo insulina). Se extrajo el rifidn, el cual se colocé en el dis-
positivo para érgano aislado perfundido.

Para medir la presion de perfusion renal se empled el
modelo de organo aislado prefundido, en donde se emplea
un aparato que integra un circuito con dos bombas y dos
liquidos circulantes. El exterior es agua destilada a 37 °C,
que tiene como objeto controlar y conservar la temperatura
en condiciones fisioldgicas. El segundo lleva un amortigua-
dor de Krebs con un pH 7.4 y oxigeno que semeja las condi-
ciones fisioldgicas de la sangre (Figura 4-B).

En el matraz de bola con capacidad de dos litros, que
cuenta con una doble camara, se deposita la solucion Krebs,
cuya composicion (en nM) es la siguiente: NaCl, 118; NaH-
CO, 25, KCl, 4.7; MgSO,7H,0, 2.5; KH,PO,, 1.17; gluco-
sa, 11.6 y EDTA, 0.026. La solucién Krebs permanecié en
burbujeo constante de una mezcla de 95/5% de O,/CO,, aun
Ph de 7.4 y a una temperatura de 37 °C. El Krebs fluye a

*  Durante la estandarizacion se realizaron experimentos con un catéter metalico observando un ruido = 40 mm Hg.
La resistencia producida por el catéter de plastico a un flujo de 7.4 + 0.88 mm Hg es de 0.4 + mm Hg, no ocasiona ruido.
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Figura 3. Hipotesis: presentamos las dos vias metabdlicas y los posibles mecanismos involucrados en la participacion del 6xido nitrico y las prosta-
glandinas durante el desarrollo de la hipertension esencial (HTAS). Durante el desarrollo de la hipertension existe una menor biodisponibilidad del
oxido nitrico por la reaccion de las ROS que aumentan conforme avanza la edad, en donde puede encontrarse una expresion aumentada de las NOS,
con una potenciacion de la produccion de PGS contractiles, probablemente por la induccion de la COX-2 que es dependiente del oxido nitrico, de tal
manera que las respuestas contractiles a la estimulacion o -adrenérgica en la vasculatura renal se verian afectadas al inhibir las NOS con L-NAME y
las COX con indometacina, por lo que es muy probable que las respuestas a la estimulacion o -adrenérgica sean diferentes, significativamente al
comparar los grupos de ratas normotensas (WKY) e hipertensas (SHR) y es posible que, ademas, existan diferencias entre las edades (envejecimiento)
por la accion acumulativa del estrés oxidativo (Di Yang 2002).

3y 6 meses de edad = Poligrafo Biopac®
WKY y SHR E _—
Rifion prefundido b=
TITRTET

Fenilefrina
10 microlitros

Arteria renal derecha

Aorta abdominal Histologia

37°C

Arteria mesentérica
{>> Sitio de corte e
introduccion del
catéter corto B T \‘|

Figura 4 A y B. Se muestra una fotografia de la diseccion y aislamiento del rifion derecho y sitio de canalizacion, asi como la presentacion de un
esquema de la metodologia empleada para montar el rifion derecho en el aparato de 6rgano aislado durante los experimentos de estimulacion con
fenilefrina y recoleccion del rifion para histologia terminado el experimento.

través de una bomba peristaltica para perfusion hasta una
serpentin de doble camara, donde de nueva cuenta es reca-
lentado para asegurar la temperatura de 37 °C, de ahi el Krebs
fluye hasta un tubo en “T” donde un extremo desemboca en el
sensor de presion acoplado a un transductor MP100 del poli-
grafo computarizado (Biopac System Inc., CA, USA) y auna
computadora, permitieron medir los cambios en la presion de
perfusion renal a un flujo constante de 7.5 mL/min. En el otro
extremo se conecta con el catéter donde se monta el rifion
aislado. Ademas existe una camara por donde fluye agua a 37

REV SANID MILIT MEX 2005; 59(1): 32-50

°C para calentar el rifion durante el experimento y permite la
recoleccion de las muestras de perfumado, recolectando a un
flujo constante durante 10 segundos 1000 YL en un tubo nue-
vo, el cual es separado y dividido en dos tubos nuevos de 500
ML, los cuales se etiquetan y almacenan a -80 °C.

Para controlar el efecto de la activacion inespecifica de la
fenilefrina (FE) a los receptores 3 -adrenérgicos y [3,-adre-
nérgicos, siempre se adiciono a todas las soluciones amorti-
guadoras de Krebs Propanolol [1 x 107]. Y para bloquear el
efecto 0,-adrenérgicos se agregd Rauwalscina [1 x 107]. Para
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Figura 5. Registro de un experimento representativo para evaluar la respuesta con la fenilefrina en la vasculatura renal en la normotension (WKY de
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Figura 6. Registro de un experimento representativo para evaluar la respuesta con la fenilefrina en la vasculatura renal en la HTAS (SHR de tres meses

de edad).

tal efecto se agregaron 200 YL de una solucién de cada uno
de ellos de [1 x 10 ] Molar en 2000 mL de Krebs.

Protocolos experimentales

Con el proposito de determinar la reactividad vascular
renal y el efecto presor a la estimulacion o -adrenérgica,
se realizaron curvas concentracion-respuesta con volume-
nes de 10 UL con fenilefrina (FE), en el siguiente rango
de concentraciones (en nanomoles): [0.032], [0.1], [0.32],
[1.0], [3.2], [10.0], [32.0] y [100.0].

Protocolo I. Para determinar la participacion del 6xido ni-
trico y las prostaglandinas se realizaron experimentos control,
estabilizando durante 60 minutos y luego apagando 30 segun-
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dos la bomba para cambiar el Krebs con el inhibidor de la
enzima especifica. En este protocolo la solucion seria el Krebs
sin ninguno de los dos inhibidores empleados (L-NAME o
indometacina). Se encendia la bomba de perfusion después de
30 minutos en los que se deja que el inhibidor haga su efecto
y se realiza la curva concentracion-respuesta a la fenilefrina.
En las figuras 5 y 6 se muestran registros representativos de
este protocolo.

Protocolo II. Para determinar la participacion del éxido
nitrico se realizaron experimentos con L-NAME [1 x 10°]
M; inhibidor no selectivo de las NOS. Primero se estabilizo
durante 60 minutos y luego se apagd 30 segundos la bomba
para cambiar el Krebs con el L-NAME. En este protocolo la
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Figura 7. Registro de un experimento para evaluar la respuesta con la fenilefrina en la vasculatura renal en la normotension (WKY de tres meses de

edad) en presencia de L-NAME [1 X 10-] M.
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Figura 8. Registro de un experimento para evaluar la respuesta a la fenilefrina en la vasculatura renal en la HTAS (SHR de tres meses de edad) en

presencia de L-NAME [1 X 10-°] M.

segunda soluciéon de 2000 mL de Krebs contiene 200 YL de
una solucion de L-NAME a una concentracion de 1 x 10~
Molar. Se encendia la bomba de perfusion después de 30
minutos en los que se habia dejado que el inhibidor hiciera
su efecto y se realizara la curva concentracion-respuesta a la
fenilefrina. En las figuras 7'y 8 se muestran registros repre-
sentativos de este protocolo.

Protocolo IIl. Para determinar la participacion de las
prostaglandinas se realizaron experimentos con indometa-
cina [1 x 10-°] M, inhibidor no selectivo de las COX. Prime-
ro se estabilizoé durante 60 minutos y luego se apago6 30 se-
gundos la bomba para cambiar el Krebs con indometacina. En
este protocolo la segunda solucion de 2,000 mL de Krebs se
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adicion6 indometacina, de manera que 2,000 UL de una solu-
cion de indometacina a una concentracion de 1 x 10 Molar
se agrega una solucion de NaHCO, (4.2 g disueltos en bicar-
bonato de sodio con 200 mL de agua ultra pura); posterior-
mente esta solucion se adiciona con el resto de la solucion
de Krebs, que no contiene su parte proporcional de bicarbo-
nato de sodio. Se encendia la bomba de perfusion después
de 30 minutos en los que se habia dejado que el inhibidor
hiciera su efecto y se realizaron las curvas concentracion-res-
puesta a la fenilefrina. En las figuras 9y 10 se muestran regis-
tros representativos de este protocolo.

Al terminar de realizar los experimentos de 6rgano aislado
perfundido, con sus curvas de concentracion-respuesta, se to-

40
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Figura 9. Registro de un experimento para evaluar la respuesta a la fenilefrina a la vasculatura renal en la normotension (WKY de tres meses de edad)

en presencia de indometacina [ 1 X 10°] M.
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Figura 10. Registro de un experimento para evaluar la respuesta a la fenilefrina a la vasculatura renal en la HTAS (SHR de tres meses de edad) en

presencia de indometacina [ 1 X 10-°] M.

maron los rifiones para pesarse y posteriormente fueron intro-
ducidos durante 48 horas en una solucién de formol amorti-
guado a 8% (8 mL de formol diluyendo en 92 mL de PBS).

Morfologia e inmunohistoquimica

La deshidratacion de los rifiones se realizo al introdu-
cirlos en bafios de etanol a diferentes concentraciones: eta-
nol 70% durante 24 horas, etanol 80% durante dos horas,
etanol a 90% durante dos horas, etanol a 100% durante dos
horas, alcohol amilico durante dos horas.

La inclusion en parafina se realiza con la parafina 1, in-
cubandola durante dos horas a una temperatura de 74 °C; se
saca de esta parafina y se vacia en la parafina 2, incubandola
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durante cuatro horas a 74 °C; sacarla y vaciarla en el molde
con parafina para inclusion (Paraplast).

Los rifiones fijados, deshidratados e incluidos en parafi-
na se cortaron longitudinalmente, con un espesor de tres
micras y se colocaron sobre laminillas previamente sialini-
zadas. Son desparafinadas durante cinco minutos y tefiidas
con la técnica de H & E* y con tricrémico de Masson.

Para realizar la inmunohistoquimica se empled el Kit Dako
LSAB + system HRP (No. Cat. K0679), laminillas con cortes
montados en parafina sin desparafinar. Estos son marcados con

*  Hematoxilina y eosina.
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un lapiz de diamante y se sefial6 la proteina que se desea inmu-
nolocalizar (NOS-2), asi como el niimero de identificacion.
Se procedié al desparafinado y recuperacion de antige-
nos, para lo cual se empled una olla de presion con indica-
dor de presion; se introdujeron las laminillas en depdsitos
con una solucién de BORG decloaker, con un pH de 9.5 No.
Cat. 001000M1J hasta alcanzar una presion entre 20 a 23
durante 10 minutos. Se abria la olla de presion y eran deja-
dos pasar cinco minutos en agua destilada en una camara de
humedad. Posterior a esto se aplicé con el lapiz de silicon
(Vector lab No. Cat. H-4000) una region en la periferia del
corte con tejido y se agrega el bloqueador de peroxidasa
(Dako Co. No. Cat. K.1395); se dejaron en incubacién con
agitacion oscilatoria en una cdmara de humedad durante
10 minutos. Fueron lavados suavemente y se colocaron las
laminillas en una solucion de PBS y se les aplico el segun-

Cuadro 6. Resultados de presion sistdlica caudal, peso animal y peso
del rifion derecho.

Presion sistolica Peso animal Peso rifion
(mm Hg) (8) (8
WKY
1 mes N.D. 88.0 +4.1 N.D.
3 meses 122.0+£2.9 2655+ 11.7 1.35£0.07
6 meses 114.2+3.0 4023 +14. 4 1.7 £0.05
SHR
1 mes N.D. 643 £39 N.D.
3 meses 183.0+6.8 217.9£92 0.985 +0.07
6 meses 203.3+14.5 300.1 £9.3 1.3 £0.05

do bloqueador de proteinas inespecificas (Dako Co. No. Cat.
X0909), se deja incubar durante 10 minutos con agitacion
oscilatoria en una camara de humedad. Se volvieron a lavar
suavemente colocando las laminillas en una solucién de PBS
y se coloca el anticuerpo primario especifico que se deseaba
estudiar en esa laminilla (anti-NOS-2), un anticuerpo prima-
rio por una laminilla.

El anticuerpo primario fue diluido 1:500 de la siguiente;
para la NOS-2 se emplearon 5 PL de anti-NOS-2 con 500
mL de diluyente (Dako. Co. No. Cat. 53022). El anticuerpo
primario se dejé incubando 24 horas a 4 °C. Al dia siguiente
se lavaron las laminillas con TRIS y se aplicé el segundo
anticuerpo de union durante 15 minutos y se volvieron a la-
var con TRIS y se agregd el anticuerpo de estreptavidina-
peroxidasa; se incubaron durante 15 minutos y se agrego el
cromdégeno, quedando listas para su revision.

Estadistica

Las curvas concentraciéon-respuesta, dentro de un mis-
mo grupo y entre grupos distintos, se analizaron utilizando
la prueba de ANOVA de dos vias en el programa Sigma
Stat. La respuesta maxima (E__ )y la concentracion efecti-
va cincuenta (CE, ) se calcularon empleando las regresio-
nes no lineales con parametros farmacodindmicos del pro-
grama Winnonlin (Cuadro 6). Para los promedios de los
resultados de las respuestas con FE, de presiéon de perfu-
sién renal y de cuantificacion de PGS, por tratarse de va-
riables con distribucion normal y ser de tipo continuo se
utilizé la ANOVA de una via, prueba “t’” y “t” de Student
pareada o no pareada dependiendo de si el anélisis fue en
un mismo grupo, a lo largo de un mismo tratamiento o con
diferentes tratamientos, respectivamente.

Cuadro 7. Resultados de los promedios farmacodinamicos obtenidos de las respuestas (A) de la presion de perfusion renal con estimulacion
o, -adrenérgica con dosis logaritmicas de FE.

o CE,, Gamma
(mm Hg) (nmoles de fenilefrina) \%
WKY,
Control (n = 8) 184.58 + 18.91 341 + 1.02
L-NAME (n=18) 187.10 + 19.38 66.84 = 62.08 1.35 £ 0.07
Indometacina (n = 8) 157.32 + 21.10 63.67 £ 57.9 1.7 £ 0.05
SHR,
Control (n=7) 14191 + 1691 43 + 1.13 N.D.
L-NAME (n = 4) 113.79 + 22.83 12.84 + 92 0.985 + 0.07
Indometacina (n = 4) 124.52 + 28.19 167.37 + 110.67 1.3 £ 0.05
WKY,
Control (n =7) 254.8 +£ 62.65.91 43.7 £ 41.38
L-NAME (n = 4) 272.89 + 85.37 251.9 + 143315 1.35 £ 0.07
Indometacina (n = 5) 103. 13 + 29.11 108.04 + 98.32 1.7 £ 0.05
SHR,
Control (n=7) 144.56 + 13.12 3.43 + 1.02 N.D.
L-NAME (n = 4) 150.3 + 19.03 8. 44 + 4.85 0.985 + 0.07
Indometacina (n = 4) 210.46 = 27.13 3.77 £ 1.16 1.3 £ 0.05
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Figura 11. Se muestran las curvas concentracion-respuesta en porcentaje a los tres meses; las SHR muestran un desplazamiento a la izquierda
(hiperreactividad) en las condiciones control (Protocolo I), cuando se inhibe la sintesis del 6xido nitrico las WKY de tres meses tienen un despla-
zamiento a la izquierda (hiperreactividad) al antagonizar el efecto vasodilatador del oxido nitrico, mientras que en las SHR existe un ligero
desplazamiento a la derecha (hiporreactividad). La inhibicion de la sintesis de prostaglandinas ocasiona un desplazamiento a la derecha (hiporreac-
tividad), que es mayor en los animales hipertensos (SHR). El envejecimiento condiciona una respuesta similar entre los animales hipertensos y
normotensos en el protocolo I y protocolo II, sin embargo, la inhibicion de las prostaglandinas en los animales hipertensos de seis meses favorece
un desplazamiento a la izquierda mientras que en los normotensos hay una tendencia al desplazamiento hacia la derecha.

En todos los casos se tom6 como nivel de significancia
estadistica una p <0.05. Ademas se utilizo el programa Sigma
Plot para la construccion de las curvas concentracion-respuesta
(empleando la funcién de Fit curve con la ecuacion de la sig-
moide mas adecuada para la figura, graficando con los pro-
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medios y errores estandar de todos los experimentos) y el pro-
grama de hoja de célculo de Excel para la captura de datos, la
regresion lineal de la curva estandar de las mediciones de PGS
y para el andlisis estadistico descriptivo, calculo de prome-
dios, desviacion estandar, error estandar y porcentajes.”
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Figura 12. Existen dos etapas en el desarrollo de la hipertension esen-
cial a los tres meses en las SHR, las cuales tienen un aumento de la
reactividad y a los seis meses presentan una disminucion de la reactivi-
dad vascular renal. Se presentan curvas concentracion-respuesta con el
porcentaje de la respuesta contractil a la estimulacion del receptor o -
adrenérgico con dosis logaritmicas de fenilefrina; con estos puntos se
realiz6 una regresion no lineal para la sigmoide. La figura 5-A presenta
la curva de las SHR,, muestra un desplazamiento a la izquierda, lo que
indica una hiperreactividad. Mientras que en la figura 5-B se encuentra
la curva de las SHR, que present6 un desplazamiento a la derecha, lo
que muestra una hiporreactividad respecto con el comportamiento de
las WKY,.
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Figura 13. Se presentan tres micrografias de las estructura del mesangio
(A), tibulos contorneados distales (B) y tibulos contorneados proximales
(C). Todos ellos se muestran sin presencia de proteinas en la luz tubular
en los rifiones de las WKY, H & E aumento 500x y 1000x. En C, ademas,
se puede observar el fenomeno normal de vacuolizacion, que se encuentra
asociado con el transporte normal de las proteinas que llegan a escapar a
la barrera glomerular; sin embargo, esta vacuolizacion solo se ve en los
segmentos superior y lateral derecho (con orientacion de un reloj locali-
zadas a las 12 y tres horas).

Resultados

Nuestros resultados (Cuadro 7) indican que la parti-
cipacion del o6xido nitrico (NO-) y las prostaglandinas
(PGS) condicionan la reactividad vascular renal de for-
ma diferente en los animales con hipertensién esencial
(SHR), probablemente por el efecto del estrés oxidativo
durante el desarrollo de la HTAS y por el envejecimien-
to al comparar las edades de tres meses con las de seis
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Figura 14 A, B y C. Se muestran tres micrografias de las estructura
del mesangio y tibulos contorneados distales y proximales en SHR3
y WKY6 H & E aumento 500x. En A la flechas indican lesion glo-
merular por pérdida del contorno regular y aumento de los nucleos
en la célula mesangial que se refiere a una hipertrofia al comparar
con B, donde se aprecian menos nicleos y mas espacios vacios circulares
que representan los capilares del glomérulo, las flechas indican la pre-
sencia de proteinas en el espacio de Bowman y en las luz de los tubu-
los contorneados proximales. Sin embargo, en C se observan cam-
bios iniciales por vacuolizacion anormal que no se observaron en las
WKY ; las flechas indican aumento de proteinas en la luz tubular y
aumento de las vacuolas para su transporte de la region apical a la
region basal.
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Figura 15 A, B y C. Micrografia 100x que muestra hipertrofia de las
células mesangiales, incremento del material intersticial del mesangio en
las WKY, y disminucion de la inmunolocalizacion de la NOS-2 en tubu-
los contorneados proximales aumento 100x. El anticuerpo anti-NOS-2
aparece ligeramente dentro de los tibulos contorneados proximales y dis-
tales, es evidente un ligero aumento del mesangio.

meses. En la figura 11 se observan las curvas concentra-
cidn-respuesta construidas con los promedios expresa-
das en porcentaje.

REV SANID MILIT MEX 2005; 59(1): 32-50

Al comparar a los animales hipertensos (SHR) y normo-
tensos (WKY), se observan dos estadios en el desarrollo de
la HTAS (Figura 12-A) a los tres meses, donde la HTA se
encuentra plenamente manifiesta pero de forma inicial, en
donde se puede observar una hiperreactividad que probable-
mente esté condicionada por una disminucion en la PGL,, y
un incremento del TXA, al comparar las SHR, con las WKY .
Los rifiones de las SHR, estructuralmente muestran una hi-
pertrofia glomerular y proteinas en los tiibulos contorneados
proximales en contraste con las WKY . Asi mismo, se ob-
servan diferencias en la inmunolocalizacién de la NOS-2, de
manera que en las WKY, se observan en los tibulos contor-
neados proximales, mientras que en las SHR, se observan
tanto en los tubulos contorneados proximales como distales
(Figuras 13, 14, 15y 16).

En el modelo de HTAS con ratas SHR/WKY durante el
desarrollo de la HTA, el NO- y las PGS participan ocasio-
nando diferencias significativas (p < 0.05) en la presion
de perfusion renal, encontrandose un aumento en la pre-
sién de perfusion > 40 mm Hg (Figura 17), en las SHR de
tres y seis meses al compararlas con las WKY de tres y
seis meses; este aumento esta condicionado el incremen-
to observado de la presion basal sin estimulacion o -adre-
nérgica de A 45.62 = 10.9 mm Hg (ANOVA dos vias p <
0.001).

Estos resultados confirman que el flujo activa mecanore-
ceptores en el endotelio de la vasculatura renal, estimulando
la generacién de NO- y PGI, (vasodilatadores). Sin embar-
go, es posible que la produccién basal de TXA, en las SHR
sea mayor, condicionando que el tono se incline a la vaso-
constriccion, reflejandose con el aumento de la presion de
perfusion basal. Este incremento en la sintesis de TXA, se
puede explicar por una menor biodisponibilidad de NO-,

Figura 16. Micrografia 100x que muestra hipertrofia del mesangio en las
SHR, e inmunolocalizacion de la NOS-2 en tubulos contorneados proxi-
males aumento 100x. El anticuerpo anti-NOS-2 aparece dentro de los tu-
bulos contorneados proximales y distales, es evidente el aumento del me-
sangio; sin embargo, el glomérulo no se encuentra destruido como en la
figura 33.
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Figura 17. La hipertension en las SHR depende de las presiones basales
(sin estimulacion o1-adrenérgica. La estimulacion con fenilefrina pre-
senta curvas dosis dependientes. A los seis meses los animales normo-
tensos (WKY ) presentan reactividades similares a las observadas en los
animales hipertensos de tres meses (SHR,). Se presentan curvas concen-
tracion-respuesta con la presion de perfusion, calculada de la suma del pro-
medio de los incrementos de la respuesta contractil con FE mas la presion
basal. Muestran los puntos con diferencias significativas ANOVA método
de Student-Newman-Keuls (p < 0.001). Existe una +A en las SHR al com-
parar con las WKY. Las diferencias se pierden a partir de la dosis de (3.2)
nanomolas de FE.
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Figura 18. Micrografia 100x que muestra hipertrofia del mesangio y pro-
teinas en tabulos contorneados distales en SHR, con inmunolocalizacion
de la NOS-2 (color marrén) en tibulos contorneados proximales. El anti-
cuerpo anti-NOS-2 aparece dentro de los tiibulos contorneados proxima-
les y distales, es posible que parte de la NOS-2 se encuentre formando
parte de las proteinas filtradas y excretadas a los tibulos.

ocasionada por el estrés oxidativo presente en la HTAS
(SHR),”7 el cual condiciona el incremento de ROS que
reaccionan con el NO- generado por las NOS, formando
los N = O-O (peroxinitritos), que no tienen efecto vasodila-
tador y no tienen la capacidad de inhibir la actividad de la
tromboxano sintasa.
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Es posible que en etapas tempranas del desarrollo de la
HTAS (SHR,) se observa una menor produccion basal de
PGI, en comparacion con las WKY ; en este estadio, la pre-
sion de perfusion basal (90.4 £ 9.1 mm Hg) no es suficiente
para que la activacion de los mecanorreceptores libere pros-
taciclina de forma suficiente por estrés de cizallamiento, de
manera que la actividad bioldgica de los productos de la trom-
boxano sintasa superan a la actividad de la prostaciclina sin-
tasa. Sin embargo, en etapas intermedias del desarrollo de la
HTAS (seis meses en las SHR), es posible que la desinhibi-
cion de la tromboxano sintasa, por la baja disponibilidad de
NO-, condicione los cambios patolégicos, favoreciendo la
hipertrofia de la musculatura lisa vascular y del mesangio.
Probablemente, la hipertrofia de las células en la vasculatu-
ra renal condiciona una mayor produccion de NO y PGI, en
las SHR; la actividad bioldgica de estos autacoides condi-
ciona la disminucién en la i[Ca2+], que puede explicar la
hiporreactividad observada. Pero también incrementa la pre-
sién intraglomerular por una disminucion en la resistencia
de la arteriola aferente y, por lo tanto, el estrés de cizallamien-
to en el glomérulo ocasiona disfuncién de la barrera glomeru-
lar manifestada por proteinuria (Figura 18, 19 'y 20), lesio-
nando las membranas lipidicas (Figura 21), 1o que facilita una
mayor liberacion de AA por la PLA,. Las dos circunstancias
favorecen la generacion del PGI, y la mayor generacion de
TXA,. Ya que la PGI, se producira en los vasos de mayor
calibre (més musculatura lisa), los vasos de menor calibre,
que son los vasos rectos medulares, estan mas expuestos a la
vasoconstriccion, condicionando una disminucion del flujo
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Figura 19. Micrografia 1000x en una SHR en donde se muestra la
inmunolocalizacion de la NOS-2 (marrén) en las células de los tibu-
los contorneados distales, las flechas indican las proteinas en la luz
tubular. El desarrollo de la hipertension a los seis meses afecta la ba-
rrera glomerular incrementando la expresion de la NOS-2 en los tiibu-
los contorneados distales. Asi como la proteinuria de la nefropatia hi-
pertensiva. Las células muestran una importante vacuolizacion, tal vez
en un esfuerzo por transportar las proteinas filtradas a la luz tubular en
la region apical a la region basal para devolverlas al torrente circulato-
rio; sin embargo, la capacidad de todo el segmento superior, asi como
los laterales se encuentran saturados.
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Figura 20. Micrografia 1000x que muestra en la SHR , inmunolocaliza-
cion de la NOS-2 (marrdn) en las células de los tubulos contorneados
proximales con imagenes de vacuolizacion en todos los segmentos, por lo
tanto hay saturacion del mecanismo de transporte normal, por lo que es-
capan las proteinas a la regiones tubulares del Asa de Henle y tibulos
contorneados distales (las flechas indican las proteinas en la luz tubular).
La vacuolizacion de las células de los tibulos contorneados proximales y
la expresion de la NOS-2 podria ser un marcador de inflamacién de estas
células, es muy probable que su funcion de absorcion de las proteinas que
se filtran en el glomérulo esté siendo modificada por la expresion de la
NOS-2, que se aprecia incrementada en la luz tubular que es el mismo
sitio donde se capturan las proteinas.

sanguineo a nivel medular; produciéndose isquemia y necro-
sis tubular (aparicion de cilindruria).

Estas alteraciones condicionan cambios estructurales que
aumentan la presencia de proteinas en los tubulos contor-
neados proximales y distales, asi como la destruccién de los
glomérulos con aumento del mesangio y de los contenidos
proteicos intersticiales, los cuales, se ha demostrado, modi-
fican la presion del intersticio renal (PHIR), lo que condi-
ciona aumento de las sefiales que ocasionan la liberacion de
AGT-II y aldosterona por el aparato yustaglomerular (im-
portantes mecanismos previamente reconocidos como parti-
cipantes en la fisiopatologia de la HTAS). La presencia de la
NOS-2* en los tiibulos contorneados distales y proximales
indica la mayor liberacion de NO-; sin embargo, esta libera-
cion ocurre en la regidn cortical (en donde se encuentran los
vasos sanguineos de mayor calibre y los glomérulos), lo que
puede antagonizar el efecto vasoconstrictor de la TXA,, pero
anivel de lamédula renal (asa de Henle y vasos rectos) no se
observa inmunolocalizacién de las NOS-2.

Lareactividad vascular renal a la estimulacion o -adre-
nérgica con fenilefrina en las WKY, es modificada signifi-
cativamente (p <0.05) por la indometacinay en las WKY,
por el L-NAME e indometacina (Figura 11). Estos datos
sugieren que las PGS con actividad contractil (PGG, y
PGH,) participan en el mecanismo de contraccién por un

* Enzima que se induce generalmente con la sefalizacion de
interleucina proinflamatorias; produce 1,000 veces mas NO" que las
NOS-1 y NOS-3.
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acoplamiento del receptor a -adrenérgico con proteinas G
diferentes a la Gq especifica de la PLC, por lo que las WKY
(normotensas) tienen la habilidad de activar con fenilefri-
na a la PLA, formando AA que sirve de sustrato para las
COX-1 y COX-2, formando durante los primeros 30 se-
gundos PGH, que activa receptores que liberan IP, y Ca**
del sarcoplasma, éste se metaboliza en PGE, y en PGI, y
contribuye a la relajacion. En las WKY, el incremento de

Figura 21. Micrografia 1000x de una SHR se presenta la inmunolocali-
zacion de la NOS-2 (marron) en las células de los tabulos contorneados
distales con vacuolizacion y cambios nucleares prominentes (desprendi-
miento de células tubulares o cilindruria). Se observa que el desarrollo de
la hipertension a los seis meses afecta incrementando la expresion de la
NOS-2 en los tiibulos contorneados distales. Asi como es evidente la pre-
sencia de proteinas en los tubulos contorneados distales. Con deformacion
de las células de los tubulos contorneados distales con una importante va-
cuolizacion. Ya que existe ademas dafio en los glomérulos, la presencia de
estas proteinas traduce proteinuria la cual debe obedecer al dafio de la ba-
rrera glomerular por efecto de la HTA.
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Figura 22. Muestra el mecanismo propuesto que ayuda a explicar nues-
tros resultados. El peroxinitrito en amarillo tiene la capacidad de inhibir
el sitio activo de la prostaciclina sintasa. El 6xido nitrico inhibe la expre-
sion de la tromboxano sintasa, por lo que al ser convertido en peroxinitri-
to pierde su capacidad de inhibir la formacion de tromboxano TXA , fa-
voreciendo la vasoconstriccion y el efecto mitogénico.
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la PA estimula la formacion del NO- que favorece la rela-
jacion. Sin embargo, tanto en las WKY, como en las SHR,
la participacion del NO- favorece la contraccion por ac-
cidn del estrés oxidativo, formando los peroxinitritos (baja
biodisponibilidad de NO-) que dejan de inhibir la tromboxa-
no sintasa, incrementandose la TXA,. Sin embargo, en las
SHR, la inhibicion no especifica de las NOS (L-NAME) y la
inhibicidn no especifica de las COX (indometacina) ocasio-
na una disminucion significativa (p < 0.05) en el incremento
de la reactividad vascular a la estimulacion a -adrenérgica
(Cuadro 7).

Estos datos sugieren que en el desarrollo de la HTAS (a
los tres meses en la SHR) la respuesta contractil depende de
la generacion de NO-y de la produccion de PGS contractiles
(PGH,y TXA)).

Durante el desarrollo de la HTAS, el estrés oxidativo
ocasiona que el NO- reaccione con las ROS y de esta ma-
nera se produce el peroxinitrito, que estimula a las COX,
de manera tal que se facilita la generacion de los PGS
contractiles, que estimulan receptores de tromboxano y
de prostaglandina H, (que al igual que los receptores o -
adrenérgicos) que se encuentran acoplados a proteinas G,
y durante su agonismo producen IP, liberando el Ca*" in-
tracelular del sarcoplasma, ocasionando la contraccién del
musculo liso vascular. La figura 22 muestra el modelo
que proponemos como hipdtesis para explicar en parte
nuestros resultados.

En condiciones de normotension (WKY) el receptor
o -adrenérgico tiene la capacidad de acoplarse, ademas
de la proteina G,,,> @ otras proteinas G capaces de esti-
mular la PLA,, favoreciendo durante la contraccion la pro-
duccion de PGG, y PGH,, la cual es metabolizada en PGI,
y de menor forma en TXA, por inhibicion de la tromboxa-
no sintasa, por accidén del NO-, que se libera durante la
contraccion, y por estimulacion del receptor o, -adrenér-
gico del endotelio, que activa a la NOS-3.

A diferencia de la hipertension temprana (SHR)), el es-
trés oxidativo produce las ROS” que forman los peroxi-
nitritos, que por una parte inhiben la prostaciclina sintasa
por nitrasidn de su centro activo’ y, por otro lado, dimi-
nuyen la biodisponibilidad del NO-, y de esta manera li-
beran la actividad de la tromboxano sintasa, favorecien-
do la disminucion de la PGIL, y el incremento de la TXA,.

En la figura 12-B se muestran los desplazamientos de las
curvas hacia la derecha en la SHR al comparar la reactivi-
dad a la estimulacion o -adrenérgica entre las WKY  y las
SHR,, de tal manera que se observa una disminucion signifi-
cativa (p <0.05) en las respuestas con fenilefrina en las SHR ..
Esta hiporreactividad probablemente se debe a una mayor
liberacion de PGI, que la observada en el estadio inicial de
la HTAS (SHR,). Sin embargo, la hipertension (presion sis-
télica mayor) puede explicarse por una mayor produccion
de TXA,y, posiblemente, por otros factores contractiles li-
berados por el parénquima renal (AGT-II y endotelina) en
compensacion con la vasoconstriccion ocasionada por el
TXA, en los vasos rectos de la médula renal (lo que condi-
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ciona un proceso similar a la isquemia o hemorragia, que
estimulan al aparato yuxtaglomerular de la méacula densa fa-
voreciendo la activacion del sistema-renina-angiotensina y
mayor generacion de aldosterona).

Por otra lado, pareciera que los receptores o -adrenér-
gicos en las WKY _ tuvieran una mayor capacidad de pro-
ducir PGS, las cuales participan durante la contraccion
formando PGH, que participa en la reactividad vascular
renal; de esta manera, la WKY  posee una mayor capaci-
dad contractil vascular que la SHR para accionar los me-
canismos de autorregulacién renal. Por tal motivo, el in-
cremento de catecolaminas que incrementan la presion
arterial sistémica en las SHR, condiciona menores res-
puestas contractiles que las observadas en las WKY , lo
que condiciona una hiperfiltracion, que a lo largo del tiem-
po condiciona dafio en la barrera glomerular e incrementa
la salida de proteinas, con lo que se modifica el contenido
de espacio intersticial y favorace la retencidon de Na* sis-
témico, por lo que la HTA se establece y la nefropatia
hipertensiva progresa a la insuficiencia renal croénica.

Discusion

Se realizaron laparotomias en el animal anestesiado con
pentobarbital (dosis de 40 mg/kg de peso, cuidando todos
los aspectos que se solicitan por el Comité de Bioética Ani-
mal de la EMGS); mediante el catéter se introdujo Krebs
continuamente para evacuar todo el contenido sanguineo de
la vasculatura y los glomérulos. Esto permitié controlar va-
riaciones ocasionadas por sustancias vasoactivas provenien-
tes de los organos y sistemas del organismo entero, como
por ejemplo las glandulas suprarrenales que son retiradas;
ademads de que las conexiones autondmicas nerviosas sim-
paticas y parasimpaticos son cortadas, otras sustancias con
bioactivas provenientes del higado, pulmon, corazén y cere-
bro fueron eliminadas por el aislamiento del rifién, en condi-
ciones de flujo, temperatura y concentraciones de electroli-
tos constantes.

Nuestros resultados apuntan, al igual que otros trabajos,*”*’
asumir que el rifion es el 6rgano crucial en el desarrollo de la
HTAS, y aunque los receptores O -adrenérgicos han sido
materia de estudio en diversas investigaciones®’ que tratan
de determinar los mecanismos involucrados en la patogenia
de la HTAS, hasta el presente estudio no se habia caracteri-
zado el efecto vasoconstrictor® con la estimulacion o -adre-
nérgica en la reactividad vascular renal, en el modelo animal
de hipertension primaria (SHR/WKY), empleando el siste-
ma de rifion aislado perfundido.’’*8

Conclusiones
Con base en nuestros resultados podemos concluir:
1. Se observaron diferencias en la reactividad del musculo

liso en los agentes contractiles o -adrenérgicos, en la
vasculatura renal de las ratas espontaneamente hiperten-
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sas al compararlas con las normotensas, y se observaron
diferencias en la reactividad del musculo liso, determi-
nadas por la edad durante el desarrollo de la hiperten-
sidn, de manera que existen dos estadios: hipertension
temprana, en las SHR, en donde se observa hiperreacti-
vidad; y en las SHR, hipertension tardia, en donde se
observa hiporreactividad a la estimulacion o -adrenér-
gicos con fenilefrina.

. La inhibicion del 6xido nitrico con L-NAME demos-
tro diferencias entre animales hipertensos y las eda-
des, ya que solamente en los animales normotensos
(WKY ) hubo un efecto presor la inhibicion de las NOS.
Esto puede ser explicado por la posible existencia de es-
trés oxidativo acumulativo en los animales hipertensos
SHR, y SHR,, asi como en los normotensos en proceso
de envejecimiento WKY . En donde no se observaron
cambios con la inhibicion de la NOS, posiblemente por
existencia de peroxinitritos formados a partir del 6xido
nitrico y las ROS.

. La inhibicién de las sintesis de PGS con indometacina
demostro diferencias entre animales hipertensos y nor-
motensos, asi como al compararlos entre sus edades.
La reactividad del musculo liso a los agentes contrac-
tiles o -adrenérgicos depende de la produccion de PGS
contractiles en las WKY,, WKY,y SHR,. Mientras que
en los animales SHR depende de PGS vasodilatado-
ras.

. La hiporreactividad de las SHR, a la estimulacion o -
adrenérgicos con fenilefrina puede estar asociada con
los datos morfologicos de mayor dafio a la barrera glo-
merular y con evidencia de proteinuria, ya que esta dis-
minucién de reactividad del musculo liso a los agentes
contractiles favorece la hiperfiltracion al no poder dis-
minuir el flujo vascular renal en presencia de presion ar-
terial sistémica alta. Ademas, la inmunolocalizacion de
laNOS-2 en los tubulos contorneados proximales y dis-
tales podria ser un marcador de mayor inflamacién, por
mayor produccioén de peroxinitritos y otras moléculas
bioactivas que favorecen el incremento de la PA a nivel
sistémico.®
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