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RESUMEN

Introduccidn. Laexposicion prolongada a elevadas temperaturas
puede suponer una agresion importante parael organismo cuando no
puede adaptarse a altas temperaturasy esincapaz de rehidratarse.

L as manifestaciones neurol dgicas que acompafian a aumento
delatemperaturacorporal sonlasque pueden eludir un diagndstico
temprano de golpe de calor y provocar lamuerte si no setoman las
medidas iniciales oportunas.

Poco sabemos sobre la morbimortalidad por exposicion atem-
peraturas extremas y sus consecuencias, |0s datos no son precisos
debido a que se encuentra subdiagnosticadao aque lavariabilidad
en ladefinicidn de este padecimiento.

Cuando aumentalatemperaturacentral, el centro termorregul a-
dor activa fibras eferentes del sistema nervioso autonémico que
aumentan la pérdida de calor a producir vasodilatacion cutédnea
(conveccidn) y aumento de lasudoracion (evaporacion).

L acapacidad paramantener unavasoconstriccion aatatempera
tura corporal (42 °C) se puede perder, o que marca €l inicio del
colapso circulatorio. El mecanismo subyacente delamarcadavasodi-
latacion en la arteria mesentérica es desconocido, estapérdidadela
vasoconstriccion compensatoriano parece ser debido alareduccion
de la conduccién nerviosa eferente a la region, ya que la actividad
nerviosa simpética esplénicay los niveles plasméticos de catecola-
minas estén elevados durante |a hipertermia moderaday severa.

L os o, -adrenérgi cos post-sinapti cos vascul ares desempefian un
papel primordial en el mantenimiento de la resistencia vascular
periféricay, por lo tanto, en el control de la presion arterial sisté-
mica; hay tres subtipos de receptores funcionales o, -adrenérgicos
O, Oy 0™, que median la vasoconstriccion simpatica y asi
modulan laresistenciavascular.

En los estudios previos no se mencionalaaccion especifica, ni
los niveles de expresion de | os receptores al adrenérgicos durante
la hipertermia, que puedan Ilevarnos a unarespuesta especificade

Response adrenergic receptors ¢, of the mesenteric vascular bed
of ratsexposed to hyperthermia

SUMMARY

Introduction. Prolonged exposure to high temperatures can
pose a major assault to the body when it can not adapt to high
temperatures and is unable to rehydrate.

Neurol ogic manifestations accompanying increasein body tem-
perature is most likely to avoid an early diagnosis of heat stroke
and cause death if not taken the initial steps necessary.

Little is known about the morbidity and mortality from expo-
sure to extreme temperatures and their consequences, the data are
not precise becauseit isunderdiagnosed or variability inthe defini-
tion of this condition.

When the core temperature increases, the center active thermo-
regulatory efferent fibers of the autonomic nervous system that
increases heat loss by producing cutaneous vasodilation (convec-
tion) and increased sweating (evaporation).

The ability to maintain a high body temperature vasoconstric-
tion (42 °C) may belost, marking the onset of circulatory collap-
se. The mechanism underlying the marked vasodilation in the
mesenteric artery is unknown, the loss of compensatory vaso-
constriction does not appear to be due to the reduction of effe-
rent nerve conduction to the region, since the splenic sympathe-
tic nerve activity and plasma catecholamine levels are elevated
for moderate and severe hyperthermia.

The o, -adrenergic vascular postsynaptic play arolein the ma-
intenance of peripheral vascular resistance and thereforein control
of systemic arterial pressure, there are three subtypes of o -adre-
nergic receptor functional o.,,, o, o '®, which mediates vaso-
constriction nice and so modulate vascular resistance.

In the previous studies did not mention the specific action or
expression levels of o, adrenergic receptors during hyperthermia,
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quéesloquellevaa organismo aun estado de choque, en dondela
falla cardiovascular es un punto clave para su tratamiento, por lo
que se hace importante el tratar de explicar cual eslaposible res-
puestaa esta patol ogia que en un futuro pueda ser mejor estudiada.

Objetivo. El objetivo de este estudio fue determinar larespues-
tay laexpresion delosreceptores o, - adrenérgicos del lecho vascu-
lar mesentérico de raton expuesto a Hipertermia.

Material y métodos. Se utilizaron dos grupos de ratones para
€l desarrollo delos estudios fisiol6gicos y moleculares, |os cuales
en el caso de los estudios fisioldgicos se subdividio en un grupo
control a37 °C'y cuatro grupos experimental es que fueron expues-
tosa 38,3940y 41 °C utilizando un model o de 6rgano aislado para
larealizacion de Curvas Concentracion Respuesta, en el caso delos
estudios moleculares se subdividid en un grupo control a37 °Cy
dos grupos experimentalesa 39y 41 °C alos cuales selesrealizo
PCR en tiempo real paraanalizar laexpresion delosreceptores al
adrenérgicos a encontrarse expuestos a diferentes temperaturas
utilizando el método del 2-24¢T (Livak y cols. 2001). El andlisisesta-
distico delosdatosy losgréficos serealizaron utilizando los progra-
mas Sigma STAT 2.03y SigmaPlot version 10.0. Seusd ANOVA
y Tukey paracomparar |os cambios de expresion delosreceptores
o, adrenérgicos en el Lecho Vascular Mesentérico de raton ex-
puesto a37.39y 41 °C.

Resultados. En ambos grupos disminuye la respuesta de los
receptores o, adrenérgicos en las Curvas de Concentracion dosis
respuesta apreciamos disminucion de lo respuesta al estimulo con
agonista no selectivo y selectivo para o, adrenérgico, asi como
disminucién delarespuestamaximageneradapor laadministracion
del farmaco conforme se aumentaba la temperatura, a realizar la
PCR en tiempo real observamos un aumento en laexpresion delos
receptoreso,,, 0., adrenérgicosa39y 41°C, lo que ocurreen las
o, adrenérgicos de manera mas importante, ya que su expresion
aumenta en 500 veces con respecto al control a 37 °C disminuyen-
do acero al exponersea41 °C.

Palabras clave: Receptores o, adrenérgicos, curvas concentracion
respuesta, reaccion en cadenadelapolimerasaentiempored, hipertermia

I ntroduccién

Laexposicion prolongada a el evadas temperaturas puede
suponer una agresion importante para el organismo cuando
no puede adaptarse a altas temperaturas y es incapaz de
rehidratarse.

L as manifestaciones neurol 6gicas que acompafian al au-
mento de latemperatura corporal son las que pueden eludir
un diagnéstico temprano de golpe de calor y provocar la
muerte si no se toman las medidas iniciales oportunas.*?

La mortalidad puede ser superior a 70%, generalmente
por situaciones de fracaso multiorganico (FMO).2 El golpe
de calor puede incluirse entre los que se conocen como sin-
dromes de lesién por calor inducidos por € ambiente, junto
con los calambres y agotamiento por calor.* Las manifesta-
cionesclinicas delostres se solapany es habitual la progre-
sion hasta golpe de calor después de haber pasado por los
dos anteriores. El porqué en ciertos sujetos la exposicién al
calor desencadena una situacion de agotamiento por calor,
mientras que en otros la evolucion es hacia golpe de calor
sigue siendo desconocida. Lo que si parece claro es que
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which can lead to a specific response that is what drives the body
into a state of shock, where failure CVD is a key point for treat-
ment, so it isimportant to try to explain what the possible answer
to this disease in the future can be better studied.

Objective. The aim of this study was to determine the respon-
se and the expression of a-adrenergic receptors of mouse mesen-
teric vascular bed exposed to hyperthermia.

Material and methods. Two groups of mice to the develop-
ment of physiological and molecular, which in the case of physio-
logical studies was divided into a control group at 37 °C and four
experimental groups were exposed to 38, 39 40 and 41 °C using a
model of isolated organ for theimplementation of Curves Concen-
tration responsein the case of molecular studieswasdividedintoa
control group at 37 °C and two experimental groups at 39 and 41
°C to which they perform PCR real time to analyze the expression
of o, adrenergic receptors to be exposed to different temperatures
using themethod of 2-42°T (Livak y cols. 2001). Statistical analysis
of data and graphs were performed using Sigma STAT software
SigmaPlot version 2.03 and 10.0. ANOV A and Tukey was used to
compare changesin expression of o, adrenergic receptorsin mouse
mesenteric vascular bed exposed to 37. 39 and 41 °C.

Results: Both groups reduced the response of o, adrenergic
receptors in dose-response curves for concentration decreased
appreciate the response to stimulation with non-selective and se-
lective agonist for o, adrenergic as well as reduction of the maxi-
mum response generated by the drug under Increasing the tempera-
ture, when performing real-time PCR we observed an increase in
receptor expression o, and o, adrenergic 39 and 41 °C, which
occurs in o, adrenergic more important because its expression
increases 500 times compared to the control at 37 °C decreasing to
zero when exposed to 41 °C.

Key words: Adrenergic receptors o, concentration response
curves, Chain Reaction Real -time polymerase, hyperthermia.

hay cierta predisposicién genética que determina una sus-
ceptibilidad al calor. Estos genes incluyen citocinas, pro-
teinas de coagulacion y proteinas de shock térmico impli-
cadas en laadaptacion al caor,® que esunarespuestacompleja
e inespecifica mediada por mecanismos neuroendocrinos, in-
munol 6gicos, autondémicos y conductual es, que representa un
regjuste al alza del centro termorregulador, lo cual se debe a
un desequilibrio entre la produccién y eliminacion de calor
por un aumento de la primera o unadisminucién de lasegun-
da, por aumento del metabolismo, excesivo, calor ambien-
tal o alteraciones de los mecanismos de disipacion del
calor; en cualquiera de estas circunstancias, el termostato
hipotalamico esta correctamente gjustado.®

Lapatologia asociadaalaexposicion atemperaturas am-
bientales elevadas es relativamente frecuente en nuestro
medio, sobre todo en los meses de verano, amplios sectores
delapoblacion son susceptibles alos efectos del calor, bien
por realizar actividades fisicas intensas en circunstancias
ambientales adversas, o por algin factor predisponente a
los trastornos por calor, en donde se dificulta la disipacion
de calor por radiacion y conveccion; ademas, de quela€ele-
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vacion de la humedad rel ativa interrumpe la disipacién por
evaporacion, conduciendo a las lesiones por calor. Se pre-
sentamés en los estados del norte del palis, a exponerse los
migrantes a condiciones climéticas extremas, afectatanto a
jovenes que realizan actividades fisicas en condiciones am-
bientales de altas temperaturas y concentracion de hume-
dad, como a ancianos, con o sin enfermedades concomitan-
tes, durante intensas oleadas de calor.

Poco sabemos sobrelamorbimortalidad por exposicion a
temperaturas extremas y sus consecuencias, los datos no
son precisos debido a que se encuentra subdiagnosticada o
aquelavariabilidad en la definicion de este padecimiento.

Cadaafio, |os nifios mueren a causade golpe de calor tras
haber sido degjados solos en un vehiculo. De 1998 a 2002, €l
promedio fue de 29 nifios por afio, aumentando a42 en 2003
a 35 en 2004,” datos del Centro parael Control y la Preven-
cién de Enfermedades mostraron 7,000 muertes por esta cau-
sade 1979 a1997, con unavariacion de 17.6 a26.5 casos por
100,000 hahitantes. En Arabia Sauditalatasabrutade morta-
lidad asociadaagol pe de calor se estimaen 50%, lainciden-
ciade agotamiento por calor, vade 450 amas de 1,800 casos
por 100,000 habitantes.* El afio pasado en €l Reino Unido se
produjeron 1,000 defunciones durante solo unasemana, cuan-
do lastemperaturas eran especia mente altas, y masde 10,000
en Francia.® En México, 1998 es uno delos afios mas caluro-
sos de | as Ultimas décadas, mostrando un incremento de las
muertes por esta causa.

El centro encargado del control térmico se encuentra en
grupos neuronales del nicleo predptico del hipotalamo an-
terior, que reciben informacion de los receptores térmicos
cutaneos, de los situados en grandes vasos, visceras abdo-
minales y médula espinal, y de la sangre que perfunde el
hipotélamo.

Cuando aumenta latemperatura central, el centro termo-
rregul ador activafibras eferentes del sistemanervioso auto-
nomico que aumentan lapérdidade calor al producir vasodi-
latacion cuténea (conveccion) y aumento de la sudoracion
(evaporacion). El hipotdlamo enviaotras sefialesalacorteza
cerebral, que ponen en marcharespuestas conductual es com-
plgjas.®

El sistemacardiovascul ar esincapaz de mantener un ade-
cuado gasto cardiaco para incrementar el flujo sanguineo
periférico (en la piel) a expensas del central (fundamental-
mente esplécnicoy renal).

Lapresion arterial se mantiene durantela hipertermiapor
una serie de gjustes hemodinamicos que equilibran lavaso-
dilatacion en las regiones cuténeas con la vasoconstriccion
en las visceras. Durante las primeras etapas de la hiperter-
mia, la vasoconstriccion en la region esplénica esta bien
mantenida.

La aclimatacion se desarrolla generalmente después de
una semana de exposicion prolongada al calor y se asocia
con un aumento sustancial en el volumen de sudor y con
unareduccion en el contenido de sodio en el sudor de 6-7%.
Se activael e renina-angiotensina-aldosterona con expan-
sién del volumen plasmético y conservacion de sal, produ-
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ciéndose unamejoraen lafuncion cardiovascular y unincre-
mento en la adaptacion arabdomiolisis.?

La respuesta de fase aguda es una reaccion coordinada
queinvolucraalas célulasendoteliales, leucocitosy células
epiteliales, que protege contra el dafio tisular y promueve la
reparacion. Se produce una variedad de citocinas en res-
puestaal calor endégeno o ambiental que median lafiebre,
leucacitosis, aumento de la sintesis de proteinas de fase
aguda, €l catabolismo muscular, estimulacion del je hipo-
tal amico-pituitario-adrenal, y la activacion delosleucocitos
y las células endoteliales.

La interleucina-1 fue el primer mediador conocido de
lainflamacion sistémicainducidapor €l gercicio extenuan-
te, lainterleucina-6 producida durante € estrés térmico modula
la respuesta inflamatoria aguda local®? y sistémica mediante €
control de los niveles de citocinas inflamatorias, también esti-
mula la produccion hepética de proteinas antiinflamatorias de
fase aguda, queinhiben laproduccion de especiesreactivas del
oxigeno y la liberacion de las enzimas proteoliticas de los
leucocitos activados.

Otras proteinas de fase aguda estimulan la adhesi 6n, pro-
liferaciony angiogénesis de células endoteliales, 1o que con-
tribuye a la reparacion y la curacién. El incremento en la
expresion del gen que codificalainterleucina-6 enlascélulas
musculares humanas, pero no en los monocitos, durante la
respuesta de fase aguda al gercicio sugiere la aparicion de
inflamacion local. La progresion sistémica de la respuesta
inflamatoria secundaria consiste en otras células, como los
monocitos, en secuencia similar a los que se producen en
sepsis. Este mecanismo puede acarrear una alteracion de la
mucosa y barrera inmunoldgica intestinal con aumento en
|os niveles de endotoxinas circulantesy consiguiente exage-
racion en laproduccion de citocinasinflamatorias que indu-
cen activacion celular endotelial > Esposible quelalesion
de la mucosay la alteracion de la permeabilidad intestinal
provogquen un aumento de los niveles de endotoxinas que
son las desencadenantes en la progresion de estrés por ca-
lor agolpedecalor.

La capacidad para mantener una vasoconstriccion a ata
temperaturacorporal (42 °C) se puede perder, 1o que marcael
iniciodel colapso circulatorio. EI mecanismo subyacentedela
marcada vasodilatacion en la arteria mesentérica es descono-
cido, esta pérdida de la vasoconstriccion compensatoria no
parece ser debido a la reduccion de la conduccion nerviosa
enfrente a la region, ya que la actividad nerviosa simpética
esplénica y los niveles plasméticos de catecolaminas estén
elevados durante la hipertermia moderada y severa. Aunque
laactividad del nervio esplénicoy los niveles plasméticos de
catecolaminas seincrementan durante la hipertermia, se pier-
de el tono vasoconstrictor, por lo que es posible especular
quelahipertermiaalteralafuncién del receptor adrenérgico o
laviade sefializaci 6n vinculada a estos receptores producién-
dose el colapso circulatorio.

En la respuesta de shock térmico la expresion de proteinas
de shock térmico es lo que determinala tolerancia o suscepti-
bilidad individual alalesion por calor. El incremento prote-
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ge alas cdlulas ddl dafio por calor y un descenso en la expre-
sion de estas proteinas, por ateracion en la transcripcion ge-
nética, conlleva una gran sensibilidad celular a calor.®

En la progresion de estrés por calor a golpe de calor
intervienen: el fallo del sistematermorregulador, exagera-
cion delafase de respuesta aguday alteracion en laexpre-
sién de proteinas de shock térmico.

La patogénesis del golpe de calor es desconocida, por 1o
gue se han propuesto varios posibles mecanismos, inclu-
yendo una pérdida de control de la funcién termorregula-
doradel sistemanervioso central y unafallafisiol6gica. El
resultado final en ambos casos eslaincapacidad paramante-
ner lahomeostasisdelapresion arterial y laproduccion pos-
terior deun sindrome similar al choque.” El dafio primario en
el golpe de calor esdebido alatoxicidad celular directapro-
ducidapor el incremento delatemperatura por encimade 42
°C. Por encimade estatemperatura (definida como tempera-
turamaximacritica) se deterioralafuncion celular debido al
cesedelaactividad mitocondrial, alteracionesen los enlaces
quimicosimplicados en reacciones enzimaticas e inestabili-
dad enlamembranacelular.? Este efecto toxico delatempera-
tura desencadena €l fallo organico. Estudios en células le-
sionadas y modelos animales sugieren que €l calor induce
directamente dafio de tejidos,*® y que la temperatura maxima
criticaen humanos es unatemperatura corporal de41.6-42°C
durante 45 minutos a 8 horas. En temperaturas extremas
(49-50 °C) son suficientes cinco minutos para que todas las
estructuras celulares se destruyan y ocurrala necrosis celu-
lar. La deshidratacion, acidosis metabolica e hipoxia local
potencian el dafio.

La influencia fisioldgica a los correspondientes aumen-
tos en latemperatura por encimade 37 °C sobre lareactivi-
dad vascular a los agentes vasoactivos no esta adn clara.
Uno de los principales gjustes a la hipertermia en las ratas
durante el estado de estrés es un aumento en la resistencia
vascular mesentéricamediado simpéticamente, y laredistri-
bucion concomitante del gasto cardiaco delas viscerasalas
regiones cutaneas parala disipacion de calor.

A pesar de un continuo aumento de la actividad nervio-
sa simpati ca esplacnica, laresi stencia mesentéricamuestra
una respuesta trifasica a la hipertermia. Laresistencia au-
mentadurante las primeras etapas de la hipertermia, alcanza
unameseta, y luego disminuye durante | as Ultimas etapas de
lahipertermiacuando latemperaturacorporal seaproximaa
41-42 °C. Este patron sugiere que la capacidad de respuesta
vascular alos impulsos nerviosos en esta region cambia al
aumentar latemperatura, sobre todo atemperaturas superio-
resa40°C.

Ademas de la reduccién de la capacidad de respuesta
vascular alos agonistas adrenérgicos, la disminucion de la
resistencia durante las Ultimas etapas de la hipertermiatam-
bién podria ser debido a un aumento en la liberacion y la
sensibilidad al 6xido nitrico. Asi, la respuesta hemodina-
mica en la arteria mesentérica implica que la reactividad
vascular a agentes vasoconstrictores y vasodilatadores se
altere durante la hipertermia.’’
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Los o,-adrenérgicos post-sinapticos vasculares desem-
pefian un papel primordial en el mantenimiento de laresis-
tenciavascular periféricay, por lo tanto, en el control dela
presion arterial sistémica; hay tres subtipos de receptores
funcionales o.1-adrenérgicos o, ,, o, o, '°, que median la
vasoconstriccion simpaticay asi modulan laresistenciavas-
cular, otros estudios funcionales evidencian la existenciade
un cuarto receptor &ladrenergico € o, *°

Cuatro variantes en la unién de carbono terminal de
los o, -adrenérgicos se han encontrado. L a estimulacion
de los tres subtipos resulta en la activacién de la via de
sefializacion G, implicando la activacion de la fos-
folipasa C, la generacién de segundos mensajeros ino-
sitol*#® trifosfato y diacilglicerol, y la movilizacion de
calcio intracelular.?
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Figura 1. Efecto delafenilefrinaen larespuesta contractil delaarteriade
lecho mesentérico deraton a37, 38, 39, 40y 41 °C.
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Figura 2. Eficaciaméximadelafenilefrinaen larespuesta contréctil dela
arteriade lecho mesentérico deraton a37, 38, 39, 40y 41 °C.
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Figura 3. Curvarespuestaconcentracion* A61603 n = 5. Efecto del A61603
en larespuesta contractil de la arteria de lecho mesentérico de raton a 37,
38,39,40y 41°C.
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Figura4. Eficaciaméximadel A61603 enlarespuestacontréctil delaarteria
delecho mesentérico deratén a37, 38, 39,40y 41°C.

Existeinformacién limitadasobre los subtiposde a1 adre-
nérgicos en los vasos sanguineos humanos, éstos muestran
la presencia de mRNASs de los tres subtipos (Shibatay cols.,
1998; Rudner y cols. 1999; Moriyama 'y cols. 2000), pero
no todos €ellos actlian juntos, ya que las respuestas contracti-
les a los agonistas esta mediada solo por o, en la arteria
renal (Moriyamayy cols. 2000), lac., en la arteria mesenté-
rica (Shibatay cols. 1998), a.,, y o en la arteria mamaria
(Rudner y cols.,, 1999) y o, en la arteriailiaca interna (Ha-
tano y col., 1994).2

En otro estudio se identifico que los o, adrenérgicos
estan envueltos en la respuesta contractil de lechos vascu-
lares de diferentes especies y son los subtipos predomi-
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nantes en la resistencia vascular en roedores, conejosy hu-
manos.?

En los estudios previos no se menciona la accion espe-
cifica, ni los niveles de expresion de los receptores o, adre-
nérgicos durante |a hipertermia, que puedan Ilevarnos auna
respuesta especifica de que es lo que lleva a organismo a
un estado de choque, en donde lafalla cardiovascular esun
punto clave para su tratamiento, por 1o que se hace impor-
tante el tratar de explicar cud esla posible respuesta a esta
patologia que en un futuro pueda ser mejor estudiada.

Material y métodos

Para nuestro estudio se utilizaron ratones Balb-C, de 30-
35 g, de ocho semanas de edad, alimentados con dieta Land

RNAr 28s

RNATr 18s

Figura5. Purezaeintegridad del RNA del Lecho Vascular Mesentérico de
Raton. El RNA fue obtenido utilizando el método descrito por Chomezynski
y cols., (1987) con Trizol y suintegridad fue evaluada por electroforesis en
gelesdeagarosaa 1%. Carril 1, RNA deLVM deratdn obtenido a37 °C, carril
2RNA deLVM deratén expuestoy obtenidoa39°Cy carril 3LVM deratén
expuesto y obtenido a41 °C, como se mencion6 en materialesy métodos.

500 —
400 =—
200 —
100 =—

Figura 6. Amplificacion de un fragmento del gen de gapdh a partir de RNA
tratado con DNasa. El RNA fue tratado con DNasa'y posteriormente utilizado
como templado paraamplificar un fragmento de aproximadamente 100 pb del gen
de gapdh; los productos de PCR se presentan en gel de agarosaa 2%. Carril 1,
marcador detamafio molecular 100 pb (Invitrogen); carril 2, control negetivodela
PCR sin DNA templado; carril 3 control positivodelaPCR enel queseadiciond
10 pg DNA de Rata.como templado; carriles4, 5y 6 RNA de LVM deraton
expuestos atemperaturas de 41 °C, 39 °C y 37 °C, respectivamente.
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Chow y agua ad Libitum, |os cuales se mantuvieron hasta el
desarrollo del experimento en condiciones similares de luz-
oscuridad, dentro del Bioterio de la EscuelaMilitar de Gra-
duados de Sanidad.

Los animales de experimentacion se dividieron en dos gru-
pos. € primero paralarealizacion de estudios fisiologicos (n =
25) y d segundo para redizar estudios moleculares (n = 15).

Estudios fisiol6gicos para determinar €l efecto de la hi-
pertermia sobre la contraccion inducida por la Fenilefrina
(FE) en la vasculatura de lecho mesentérico de ratones ex-
puestosa 37, 38, 39,40y 41 °C.

Estudios moleculares paraevaluar laexpresion relativade
los receptores o, adrenérgicos.

Todos los procedimientos se apegaron a las especifica-
ciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio de la NORMA Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Secretariade Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pescay Alimentacion, y fueron aprobados
por el Comité parael uso deanimales.

Preparacion delostejidosdeestudio

Para obtener los tejidos de estudio, los ratones se aneste-
siaron Pentobarbital sodico (50 mg/kg de peso corporal) via
intraperitoneal, serealiz6 laextraccion del tejido de estudio,
mediante unaincision en lalineamediaabdominal disecando
piel y tejido subcuténeo, hastalocalizar y canalizar laarteria
mesentérica principal, con un catéter de plastico amarillo 24
GA (BD Insyte™), manteniéndola con una perfusién conti-
nuaa 3 mL/min con una bomba peristéltica (Masterflex ™,
Cole Palmer) con solucion Krebs-Henseleit, oxigenada con
carbogeno (oxigeno 95%, anhidrido carbénico 5%).

El lecho vascular mesentérico se extrgjo y se diseco €l
tejido adiposo y conjuntivo adyacente, asi como €l intestino,
quedando sdlo la vasculatura, la cual se conect6 a un trans-
ductor de presion TCI (Biopac Sistems, Inc., Santa Barbara,
CA, USA), acoplado a un analizador MP100A (Biopac) con
un software acknowlege™, permitiendo su estabilizacion por
1 horaa 37 °C.

Estudiosfisiol6gicos

En este estudio se evalud la respuesta de los receptores
adrenérgicos a la fenilefrina (agonista o, -adrenérgico) en
la respuesta contractil de la vasculatura mesentérica de ra-
tones expuestos a hipertermia determinando el efecto de la
hipertermia sobre la contraccion inducida por la Fenilefrina
(FE) en la vasculatura de lecho mesentérico de ratones ex-
puestosa37, 38, 39,40y 41 °C por lo que serealizaron curvas
concentracion-respuesta con volumenes de 10 iL de feni-
lefrina (FE), en un rango de concentraciones acumul ativas
de [1 X 1089, 3 X10%9, 1 X105 3 X 10%, 1 X 104, 3 X
1049, 1 X 1039 3 X100, 1 X 1029, 3 X 102°y 1 X 10?°
M], paralo cua se formaron grupos independientes, cada
uno con cinco tejidos, utilizando el model o de 6rgano aislado
perfundido, por lo que se utilizé un modelo en donde seinte-
gra un circuito con dos bombas y dos liquidos circulantes.
Para mantener la temperatura deseada en los tejidos utiliza-
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mos material de doble fondo, lo que nos permite € flujo de
agua bidestilada a través de un circuito externo, utilizando
una bomba termostética cicladora tipo analégico de marca
HAAKE™, modelo E-1 (Figura 6), la cua a través de un
bot6n giratorio permite €l control de una temperatura cons-
tante durante el desarrollo del experimento, seleccionando
en cada experimento la temperatura deseada.

En € circuito interno en los matraces de doble fondo se
agrego lasolucion de Krebs (NaCl, 118; NaHCO, 2.5, KCl,
4.7,MgSO,, 1.2, KH,PO,, 1.17; glucosa, 11.1y EDTA, 0.026
mM; con un pH 7.4 y oxigenada en burbujeo constante de
unamezclade 95/5% de O,/CO,) semejante alas condiciones
fisiologicasdelasangre, lacual se mantiene aun flujo cons-
tantede 3.0 mL/min através de unabomba peristélticaMarca
Masterflex™ (Cole Parmer Instrument Co. Chicago Illinois
60648) transportando el Krebs desde el matraz hasta una
serpentin de doble camara (Figura 8), donde de nueva cuen-
taesrecalentado para asegurar latemperatura, de ahi fluye
hasta un tubo donde un extremo desemboca en el sensor de
presién acoplado a un transductor de presion TCI (Biopac
Sistems™ MP100, Inc., SantaBarbara, CA, USA), otro extre-
mo se encuentra conectado a un dispositivo para aplicacion
defarmacos (el cual se obtuvo de un equipo paravenoclisis)
y en el otro extremo se conecta con €l catéter donde se
monta el tejido aislado en este caso €l lecho vascular me-
sentérico de ratén (Figura 10).

El sistema Biopac ™ MP100, consta de un Hardware y
un software; El Hardware conformado en este caso por el
transductor de presién TCI (Biopac™ Systems M P100, Inc.,
SantaBéarbara, CA, USA) nos permite registrar los cambios
en la Tension arterial obtenidos, mediante la transduccion
de los cambios en la tensién mecanica originados por la
contraccion o relgjacion del musculo liso del lecho vascu-

1 2 3 4 5 6
Marcador

Blanco  Positivo 41 °C 39 °C 37°C

Figura 7. Amplificacion de un fragmento del gen de gapdh a partir de la
sintesisde cDNA con el RNA tratado. EI cDNA fuesintetizado y posterior-
mente se utiliz6 como templado para amplificar un fragmento del gen de
gapdh; los productos de PCR se presentan en gel de agarosaa 2%. Carril
1, marcador de tamafio molecular 100 pb (Invitrogen); carril 2, control nega-
tivo delaPCR sin DNA templado; carril 3 control positivo delaPCR en el
queseadiciond 10ig de DNA deratacomo templado; carril 4, 5, 6, amplifi-
cado para el gen de gapdh en el que se utiliz6 como templado cDNAde
LVM deraténa4l, 39y 37 °C, respectivamente.

211



Daniel Tejeda-Quiroz y cols.

Expresiénrelativa

i —

97 ) 1
Temperatura grados centigrados
Bl Betaactina [] 18 [ Gapdh

Figura8. Aplicacion del método 24¢ parala seleccion del control
endbgeno. Paravalidar el efecto del tratamiento en la expresién de
los genes candidatos a ser utilizados como enddgeno, se determi-
no la cantidad relativa de los genes beta actina 18s y gapdh co-
rrespondientes a cada RNA extraido de Lecho Vascular Mesentéri-
co de Raton extraido tras ser expuesto a 37, 39y 41° C. La cantidad
relativa se determin6 usando la ecuacion 2, donde AC.= (C, . .
o). El cambio en la cantidad relativa se observa

raturaX T temperatura 3

enlagréfica.

lar mesentérico al aplicar el estimulo, cuando inyectamos
en el sistema de aplicacion de medicamentos 10 pL de Fe-
nilefrina a concentraciones acumulativas [1X10° a 1X10-
1] con interval os de %2 logaritmico] en cambios de corriente
eléctrica los cuales son aumentados por un amplificador
al que se encuentra conectado, en donde se realiza este
primer acondicionamiento de la sefial, éste se acopla en
cascada a un médulo universal que permite la comunica-
cion entre este y el modulo de adquisicion el cual se en-
cuentra conectado al PC para poder visualizar el registro
mediante el software de BIOPAC™, AcgKnowledge ver-
sion 3.9.0 como un mensagje digital en que se transformé
la sefial eléctrica para el ordenador.

Unavez que se conectael catéter con el tejido aislado, se
determinalafuncion del musculo liso vascular delecho me-
sentérico del ratén, después de permitir un periodo de esta-
bilizacion (en el cual latension basal del tejido no presentd
cambios), de 60 minutos se aplicaron dos estimul os con Fe-
nilefrina(3 X 104°M) alos 30y 60 minutos, y finalmente, a
los 90 minutos se realizd una curva de concentracion res-
puesta a 37 °C mediante la administracién de concentra-
ciones acumulativas de Fenilefrina [1X10°¢ a 1X10? con
intervalos de %2 logaritmico].

Una vez comprobada la funcionalidad de los tejidos,
de manera independiente se les realizaron Curvas de
Concentracion respuesta a agonistas de |os receptores a
adrenérgicos en presencia de antagoni stas especificos, per-
mitiendo que € tgjido se estabilizara por 30 minutos a una
perfusién continua de 3 mL/min con una nueva solucién de
Krebs alaque se adicion6 Propanolol [1 X 107], con lafina
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lidad de controlar € efecto de la activacion inespecificade la
fenilefrina (FE) a los receptores 3,-adrenérgicos y f3,-adre-
nérgicos, y Rauwalscina [1X107], para bloquear €l efec-
to de los o,-adrenérgicos.

Curvas de concentracién respuesta a agonista de los re-
ceptores o, adrenérgicos. A un grupo de cinco tejidos ex-
traidos, de manera independiente se les realizaron curvas
con concentraciones acumulativas de Fenilefrina [1X10°
a 1X10? con intervalos de 1/2 logaritmico] a 37, 38. 39.
40,y 41 °C paralo cual, a final de cada curva se restable-
Cio la tension de reposo por 15 minutos antes de elevar la
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Figura 9. Determinacion de la eficiencia de amplificacién para los
genes analizados. Los vaores de C, obtenidos de la amplificacion por
PCR en tiempo real de cada uno de los genes analizados se graficaron
contra el logaritmo de la concentracion del cDNA utilizado para la
amplificacion. La figura muestra las gréficas obtenidas para los genes

o, oY o, adrenérgicos, respectivamente.
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Figura 10. Curvas de disociacion paralos genes analizados. Laval oracion delaespecificidad delosiniciadoresen laPCR para (1) betaacting, (2) 18s, (3)
gadph y los genes estudiados (4) a.,,, (5) o, (6) o, adrenérgicos, se muestra en las curvas de disociacion que se obtienen de graficar la derivada
negativade lafluorescenciacontralatemperaturaparalos genesen laPCR tiempo real con el SYBR Green.

temperatura al siguiente grado, permitiendo que €l tejido
se equilibrara a esta temperatura durante 30 minutos antes
delarealizacion de la siguiente curva de concentracion res-
puesta, realizando esto entre grado y grado hastalos 41 °C.

Curvas de concentracion respuesta a agonista especifico
delosreceptores o, adrenérgicos. Para determinar la parti-
cipacion de los receptores o, adrenérgicos se utilizo otro
grupo de cinco tejidos extraidos, de forma independiente,
una vez estabilizados, se les realizaron curvas con concen-
traciones acumulativas de A61603 [1X107 a 1X103 con
intervalos de 1/2 logaritmico], €l cua es una agonista es-
pecifico o, adrenérgico, a 37, 38. 39, 40, y 41 °C, por lo
que al final de cada curva se restablecio latension de repo-
so por 15 minutos antes de elevar latemperaturaal siguiente
grado, permitiendo que el tejido se equilibrara a esta tempe-
ratura durante 30 minutos antes de la reaizacion de la si-
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guiente curva de concentracion respuesta. Repitiendo éste
procedimiento entre grado y grado hasta los 41 °C.

Estudiosmoleculares

Cuantificacion relativa de | os receptores o, adrenérgicos
por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real. Se
realiz6 con lafinalidad deinvestigar os nivelesde expresion
de los receptores adrenérgicos a exponer €l tejido a dife-
rentes grados de temperatura. Para esto se cuantificd su
expresion relativa mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en Tiempo Real, paralo cua se explora
ron tres temperaturas diferentes: 37, 39 y 41° C.

Los oligonucledtidos para estos ensayos se disefiaron
utilizando €l programa Primer Express 2.0™, de Applied
Biosystems™. La secuencia de todos los oligonucledtidos
utilizados como cebadores, previamente disefiados (Marti-
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Figura 11. Expresion relativade los genes analizados a 37, 39y 41°C. Las
graficasmuestran laexpresion relativa de | os genes sel eccionados durante la
induccion de Hipertermia. 1 representalaexpresionrelativadelosgenesen el
tejido obtenido a37, 39y 41° C respectivamente.

nez Salasy coals.,), parala PCR, asi como la de los genes
enddgenos se muestran en el cuadro 2.

La preparacion de los tejidos para este estudio se rea-
liz6 de la misma forma que para los estudios fisiol 6gicos.
Se formaron tres grupos en cada uno de los cuales se ana-
lizaron cinco lechos vasculares mesentéricos, extraidos
y tratados de forma independiente, los cuales se perfun-
dieron con solucion Krebs a 37 °C, se conect6 € tejido
con el catéter al transductor TCl (Biopac System Inc.,
MP100 CA, USA) y a una computadora, permitiendo me-
dir los cambios en la presiéon de perfusion arterial a un

flujo constante de 3.0 mL/min, para determinar la tension
basal del musculo liso vascular de lecho mesentérico y
comprobar la funcionalidad del tejido, una vez que se es-
tabiliz6 su amplitud y frecuencia alos 60 min con base en
lo observado en los estudios fisiol6gicos, sin sobrepasar
encima de los 50 mmHg y sin realizar ningn estimulo se
mantuvo la temperatura por 30 min més para permitir su
equilibrio.

Para la obtencién de los tejidos a 37 °C se desmont6 €l
catéter con €l tejido del transductor al término de este lapso
y selavo en cdpsulade Petri con solucion Krebsy posterior-
mente con solucién Hartman a 37 °C, seretir6 el catéter del
tejido y se introdujeron en un tubo de Eppendorf con 1 mL
deTrizol ® (Invitrogen ™), realizando € mismo procedimien-
to con cada uno delos cinco tejidos de formaindependiente,
al término de laextraccion de éstos, el tubo se almacend a
-70° C hasta ser procesadala muestra.

Paradeterminar |os nivel es de expresion delos receptores
adrenérgicos al exponer €l tejido a 39 °C después de que €l
tejido se estabilizo a 37 °C se elevo latemperatura a 38 °C,
permitiendo que se equilibrara por 15 minutos y se estabi-
lizara por 30 minutos, elevandose la temperatura al térmi-
no a 39° C permitiendo se equilibrara por 15 minutosy se
estabilizara por 30 minutos para posteriormente desmon-
tar €l catéter con tejido del transductor, lavarlo en capsula
de Petri con solucion Krebs y posteriormente con solu-
cion Hartman a 39 °C, retirarle el catéter a tejido e intro-
ducirlo en un tubo de Eppendorf con 1 mL de Trizol® (In-
vitrogen™), realizando el mismo procedimiento con cada
uno de los cinco tejidos de forma independiente, al térmi-

Cuadro 1. Resumen del Andlisis de CTs para |la seleccién del control endégeno.

Temperatura C, Promedio del control AC, 2/-(4ch
Actina
Control 37 305534 309153667 -0.36196667 1.28517664
Control 37 30.5856 309153667 -0.32976667 1.25681009
Control 37 316071 309153667 069173333 061910957
kel 322959 309153667 1.38053333 0.38407678
kel 326844 309153667 1.76903333 0.29340527
kel 321933 309153667 1.27793333 041238583
4 34.8168 309153667 3.90143333 006691932
4 34.1616 309153667 324623333 010538684
4 34.6258 309153667 3.71043333 0.07639207
Gapdh
Control 37 36.1562 36.93175 -0.77555 171184253
Control 37 37.7073 36.93175 0.77555 0.58416588
ke 324243 36.93175 -450745 22744566
kel 31.9859 36.93175 -4.94585 308211759
4 26.4608 36.93175 -10.47095 1419.28637
4 26.8308 36.93175 -10.10095 1098.21895
18S
Control 37 221789 309153667 -8.73646667 426519138
Control 37 22,6501 309153667 -8.26526667 307.675694
Control 37 21756 309153667 -8.73976667 427.495868
kel 35.8301 309153667 491473333 003315262
kel 35.7688 30.9153667 4.85343333 003459163
kel 350723 309153667 4.15693333 0.0560581
4 204374 309153667 -10.4779667 1426.206
4 20.7032 30.9153667 -10.2121667 1186.22886
4 205633 309153667 -10.3520667 1307.02106
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Cuadro 2. Eficiencia de los genes analizados.

Adrenérgicos

Gen Pendiente Eficiencia (%)
o, -3.170537 100

o -2.984818 9%.6

o -2.984818 9%6.6

no de la extraccion de éstos, el tubo se almacend a-70 °C
hasta ser procesada la muestra.

Para determinar los niveles de expresion de los recep-
tores adrenérgicos al exponer €l tejido a 41 °C después de
que €l tejido se estabilizo a 37 °C se elevo la temperatura a
38 °C, permitiendo que se equilibrara por 15 minutosy se
estabilizara por 30 min, elevandose la temperatura a ter-
mino a 39 °C repitiendo el mismo procedimiento entre gra-
do y grado hasta alcanzar los 41 °C, permitiendo que se
equilibrara por 15 min y se estabilizara por 30 min para
posteriormente desmontar €l catéter con tejido del trans-
ductor, lavarlo en capsula de Petri con solucion Krebs y
posteriormente con solucion Hartman a 41 °C, retirarle €l
catéter a tejido e introducirlo en un tubo de Eppendorf con
1 mL de Trizol® (Invitrogen ™), realizando el mismo pro-
cedimiento con cada uno de los cinco tejidos de formainde-
pendiente, a término de la extraccion de éstos, € tubo se
almaceno a -70° C hasta ser procesada la muestra.

Extraccion de RNA

LasmuestrasextraidasdeL echo VVascular Mesentérico (LVM)
atemperaturasde 37, 39y 41° C se procesaron paraextraer RNA
total segiin € método de Chomczynski y Sacchi, 1987

Para cuantificar el RNA extraido se tomaron lecturas a
longitudes de onda de 260 nm en un espectrofotometro (Na-

noDrop 1000 spectrophotometer, Thermo SCIENTIFIC). Pos-
teriormente, se realizé el cdlculo de la concentracién se-
gun la siguiente formula:

Concentracion de RNA en pg/mL = 40 X absorbancia a
260 nm.

Laintegridad del RNA seevalué en gelesde agarosa (I1n-
vitrogen) a 1%, tefiidos con Bromuro de Etidio.

Todas las muestras se trataron con DNasa RQ1 (DNase
Promega™) para eliminar el DNA gendémico, con lafinali-
dad de verificar laausenciade DNA de la muestra de RNA
previamente extraido se realizo una PCR paraamplificar €l
gen endégeno GAPDH (gliceraldehido-3-fostato deshidro-
genasa), del producto de las PCR, setomaron 4 pL y fueron
separados en un gel de agarosa tefiido con Bromuro de Eti-
dio en una camara de €electroforesis horizontal (horizon 58,
life technologies) a un voltaje constante de 80 volts duran-
te 20-30 minutos. Posteriormente, €l gel fue visualizado y
fotodocumentado con un equipo Kodak EDAS 290.

Unavez verificadalaausenciade DNA en el RNA se pro-
cedid asintetizar el cDNA utilizando el Kit GeneAmp RNA
PCR siguiendo €l protocolo de Applied Biosystem. Con la
finalidad de verificar la presencia de cDNA de la muestra
tratada serealiz6 nuevamente una PCR paraamplificar el gen
enddgeno GAPDH (gliceraldehido-3-fostato deshidrogena-
sa), utilizando un control positivo y uno negativo.

Amplificacion de genes por PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se realizé en un equipo ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System-SDS version del
programa 1.1 PE Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA, utilizando SY BR Green como sistema de deteccion'y
el Kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosyste-

Cuadro 3. Resumen de los valores de expresion relativa en los genes estudiados.

Control
37rC 3°C
Expresion relativa 1.21529661
Error estandar 0.55169429
p= 0.001
Control
3rC 3*C
Expresion relativa 0.26018871
Error estandar 0.159097425
p= 0.023
Control
37rC 3*C
Expresion relativa 1.36213726
Error estandar 0.718479326
p= 0.035

Alfa , adrenérgicos

Hipertermia
41°C
10.9244434 0.0237251
3.248076999 0.005080935
Alfa ; adrenérgicos
Hipertermia
41°C
14.4593109 0.0174752
7.261479087 0.004954022
Alfa . adrenérgicos
Hipertermia
41°C
505.270634 0.05395403
2712781729 0.015268875
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ms). La reacciéon de amplificacion se llevé a cabo en un
volumen final de 12.5 pL, los cuales contenian 6.25 mL, del
Master Mix SYBR Green, 1.75 mL de agua, 2.5 mL del tem-
pladoy 1.25 mL de cadauno de los iniciadores a concentra-
ciones de 3 UM previamente estandarizadas para obtener la
mejor amplificacion (para amplificar los genes GAPDH, B-
actinay 18s se utilizaron concentraciones equimolares de 3
MM paracadainiciador; y antisentido, respectivamente.

Finalizada la PCR, las reacciones se sometieron a in-
crementos de temperatura desde 60 °C a 95 °C para cons-
truir una curva de disociacion de cada gen amplificado.

Nosotros utilizamos el método de cuantificacion relativa
en que se compara € C_de la muestra desconocida contra
una muestra calibradora que sirve como referencia fisiol6-
gica (muestras provenientes de rata en condiciones norma-
les).

El método del 2 4°T, (Livak y cols. 2001) es un método
conveniente paraanalizar los cambios de expresion relativa,
por lo que fue seleccionado debido aque es sencillo, facil de
manejar y de andlisisrépido. L as ecuaciones que se conside-
raron para calcular AAC, para el método de cuantificacion
relativafueron:

C,genPb-C, g3pdh=AC..
AC,delamuestra- AC_ del calibrador = AAC..
Cantidad relativa= 2 -24¢T

El analisisde un control endégeno se determinaparanor-
malizar lasdiferenciasenlaextraccion del RNA y laeficiencia
delareaccion de sintesis de cDNA, nosotros determinamos
lacantidad relativadelos genesB-actinay GAPDH en cDNA
correspondiente acada RNA extraido delostejidosde Lecho
Vascular mesentérico deraton expuestosa37, 39y 41° C, por
amplificacion con PCR entiemporeal y lacantidad relativade
cada uno de estos genes, se determind con laformula:

AC,=AC AC

Ttiempox_ T tiempo O

Finalmente elegimos como gen endégeno aquel que no
mostraba unarel acién estadisticamente significativaentre el
tratamiento alolargo del tiempoy lacantidad relativael cual
fuelabetaactina.

Para determinar esta eficiencia de amplificacion, se redi-
zaron cinco diluciones decuples seriadas del producto de PCR,
previamente cuantificado a 260 nm, € cua contenia € frag-
mento esperado para cada gen, posteriormente estas dilucio-
nes se amplificaron por triplicado para obtener los valores de
C,. Estos, fueron graficados contra el logaritmo de la concen-
tracion total de fragmento de PCR y se calcul6 la regresion
lineal. El valor de la pendiente fue utilizada para calcular la
eficiencia (Rasmussen 2001) con la ecuacion siguiente;

E - lO(-JJpendiente) _1

El andlisis estadistico de los datos y los gréficos se reali-
zaron utilizando los programas Sigma STAT 2.03 y Sigma
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Plot version 10.0. Se us6 ANOVA y Tukey para comparar
los cambios de expresion de los receptores o, adrenérgicos
en el Lecho Vascular Mesentérico de raton expuesto a 37,
39y 41°C.

Resultados

En las curvas de concentracion respuesta realizadas para
laevaluacién delarespuestacontractil delaarteriaprincipal
de lecho vascular mesentérico en los estudios fisiol 6gicos
observamos ladisminucién en larespuestapara Fenilefrinaa
medida que se aumento latemperaturaalaque se expusieron
lostejidoslacual fuede 37, 38, 39,40y 41 °C (Figura 1).

En lafigura 2 se observala disminucion en la respuesta
contractil producidatras el estimulo con el agonista, en don-
delaeficaciamaxima, delaFenilefrinadisminuye progresiva
mentede 120.31 mmHga37°C, 95.55mmHga38°C, 76.79a39
oC, 55.83mmHga40°Cy finamentede 44.87 a41°C, teniendo
unadiferenciade 75.435 mmHg entrelaeficaciaa 37y 41°C.

Se realizaron curvas de respuesta concentracion en teji-
dos expuestos in vitro a las mismas temperaturas que los
estudiados con Fenilefrina obteniendo respuestas similares
en donde hay una disminucion notable en cuanto a las res-
puestas de los tejidos conforme se aumenta la temperatura
(Figura 3).

En lafigura 4 se observala disminucion en la respuesta
contractil producidatras el estimulo con el agonista, en don-
dela€ficaciamaximaal A61603 disminuye progresivamentede
150.36 mmHg a37°C, 136.04 mmHg a38°C, 131.82a39°C,
113.63mmHg a40° Cy finalmentede 101.26 a41 °C, teniendo
un diferenciade49.1 mmHg entrelaeficaciaa37y 41 °C.

Enlasegunda estrategiaexperimental sedetermino laex-
presion genicadelosreceptores o, adrenérgicos mediantela
técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (rtPCR) en el lecho vascular mesentérico (LVM) deraton
obtenido de animales delostres grupos experimental es. Con-
troles (37 °C), y expuestos a hipertermia utilizando |os ex-
puestosa 39y 40°C.

Los resultados mostraron que el RNA estaba integro,
como se observaen lafigura 5, en donde se apreciaen todos
los carriles una sefial difusa a lo largo de todo el gel, que
corresponde al RNAm, dos bandas superiores bien defini-
das correspondientes al RNA ribosomal 28Sy 18Sy unas
bandas inferiores difusas que podrian corresponder a RNA
ribosomal 5Sy/o aRNA detransferencia.

Como sepuede observar enlafigura 6, el tratamiento con
DNasa se verificod a observar la ausencia de amplificacion
después de hacer una PCR para un fragmento del gen de
gapdh.

Tratado el RNA con DNAsas se procedid a sintetizar el
cDNA, verificando la€eficienciadelasintesis al observar los
productos de amplificacion de un fragmento del gen de
gapdh en todas las muestras (Figura 7).

Para seleccionar el control endogeno analizamos tres de
los genes mas utilizados: beta actina, 18 Sy gapdh, paralos
cuales determinamos la cantidad relativa correspondiente a
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cadaRNA detejidodeL VM deraton extraido tras exponerlo
adiferentestemperaturas. Lacuadro 1 resumelosresultados
delos C, obtenidos de la amplificacion de los genes proba-
dos para ser utilizados como endogenosy los calculosreali-
zados paraladeterminacion delacantidad relativaaplicando
el método del 24¢_.

Lafigura 8 muestralos resultados obtenidos en una gré-
fica, en la que se observa que |a beta actina no mostro dife-
rencias significativas en la cantidad relativa de amplificado
en las distintas condiciones experimental es, adiferencia del
18s 0 €l gapd que modificaron su cantidad relativa después
de estar expuestosa 37y 41 °C de temperatura, a39° el 18s
disminuye su expresion paraluego incrementarlaa41°C; y €l
gapdh incrementa gradualmente a 39 y 41 ° C; por lo que
estos genes se descartaron para ser utilizados como el gen
enddgeno.

En lafigura 9 se muestran los gréficos de | os genes ana-
lizados, los transcritos analizados mostraron alta eficiencia
como se observaen el cuadro 2.

En cada uno de los gréficos se observan las ecuaciones
delarectay losvalores de la pendiente con que se calcula-
ron las eficiencias, los cuales fueron muy similares paralos
genes analizados, lo que permiti6 validar los resultados de
expresion relativa.

Lafigura 10 muestra las curvas de disociacion para los
genes analizados con su respectivo control que contiene
todos los reactivos que se utilizan en la PCR, sin el cDNA.
Como se observa estas curvas mostraron un solo producto
(un solo pico); lastemperaturas de disociacion fueron: 81°C
para beta actina, 73.5 °C para 18s, 81.5 °C para gapdh,
82°C paraalfa ,, 81.5°C paraalfa ,y 81.2°C paraalfa
adrenérgicos. Estos resultados nos confirmaron que lasre-
acciones presentaron productos Gnicos puros.

Unavez estandarizado y validado el procedimiento dela
PCR en tiempo real, se evaluaron los cambios de expresion
paralos genes que codifican paralos receptores alfa ,,, alfa
;s Y alfa adrenérgicos durantelahipertermiainducidaen el
LVM deratén. El cuadro 3 resume valores de la expresion
relativay el error esténdar calculado con lasréplicasrealiza-
das para el RNA de los tegjidos extraidos utilizando como
control el expuesto anormotermia (37 °C) y los expuestos a
hipertermia(29y 41 °C), asi como el valor de“p” paracada
uno de los genes analizados.

Lafigura 11 muestra el nivel de expresion relativa del
RNA del tejido extraido en normotermia (37 °C) y €l ex-
traido tras ser expuesto a hipertermia (39 y 41 °C). La ex-
presion relativa de alfa |, adrenérgicos incremento 10.92
veces a 39 °C misma que disminuy6 hasta valores de 0.02
veces al exponerse a 39 °C, respectivamente, en relacion
con el control. Los alfa |, adrenérgicos incrementaron su
expresion 14.45 veces més que el control a incremento de
latemperatura a 39° C y posteriormente los valores de ex-
presion relativa bajaron hasta 0.01 (0.25 veces menos que
el control). Los alfa | adrenérgicos a exponerse a una
temperatura de 39 °C incrementaron su expresion mas de
503,90 veces que los valores de expresion del control, dis-
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minuyendo a valores de 0.05, 1.30 veces menos respecto
a control (37 °C).

Discusion

Enlaparte experimental en que serealiz6 PCR entiempo
real, observamos los niveles de expresion de RNA mensa-
jero (RNAm) interpretado como DNA complementario
(DNAC, €l cua generamos por transcripcion inversa del
RNAmM); esta cuantificacion relativa se sustenta en la com-
paracion entre el nivel de expresion del gen a estudiar en
este caso los al adrenérgicos contra un gen control (tam-
bién [lamado enddgeno, de referencia, interno o normali-
zador 0, gen housekeeping, y sus resultados son compara-
bles entre multiples experimentos de Reaccion en Cade-
na de la Polimerasa en tiempo real (RT-Q-PCR).
observamos que la beta actina, la cual forma parte de la
estructura celular, ya sea en €l citoplasma como en € nu-
cleo, no mostré diferencias significativas en la cantidad
relativa de amplificado en las distintas condiciones experi-
mentales, |0 que nos sugiere que estas condiciones no modi-
fican laactividad que realiza en lacélula, pese aencontrarse
en Organos que resultan ser blanco en este estudio, no pre-
sentado alteracion en el tegjido utilizado, determinando su
eficiencia de amplificacion, la cua de acuerdo con nues-
tros resultados fue alta, 1o que es importante para poder
hacer las comparaciones entre el gen enddgeno con los que
estamos investigando.

Una vez que confirmamos que nuestras reacciones pre-
sentaron productos puros y Unicos mediante curvas de diso-
ciacion, lo que nos permite identificar nuestros fragmentos
amplificados de DNA concretos a partir de sus temperaturas
de fusion, siendo éste necesario, ya que es especifica para €l
fragmento amplificado que estamos buscando, verificando que
nuestros controles no mostraran amplificacion.

Ahoraes posible cuantificar laexpresion génicaen térmi-
nos relativos en los que comparamos la expresion de nues-
tros genes en estudio con los endégenos, es por esto que
era importante seleccionar como gen estandar aquel que cuya
expresion no tuvieravariaciones cuando sometimosd tejidoa39
y 41 °C cuyo efecto en latranscripcion se desea estudiar.

En estos resultados vemos que a 39 °C laexpresion rel ati-
vadealfa,, adrenérgicosincrement6 10.92 veces paraposte-
riormente disminuir valores de 0.02 veces al exponerse a
39 °C, respectivamente, en relacion con el control.

Los alfa ,, adrenérgicos incrementaron su expresion
14.45 veces mas que €l control a39 °Cy bajaron hasta0.01
(0.25 veces menos que €l control) a41°C. Losafa, adre-
nérgicosal exponerse aunatemperaturade 39 °C incremen-
taron su expresion més de 503.90 veces que los valores de
expresion del control, disminuyendo a0.05, 1.30 veces me-
nos respecto a control (37 °C) al exponerse a4l °C, conlo
gue vemos que aparentemente, la respuesta de fase aguda
en la patol ogia provocada por calor lacompensan |os recep-
tores alfa , ) adrenérgicos, ya que de acuerdo con labiblio-
grafiarevisada el LVM esrico en alfa |, adrenérgicos, la
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expresion de los alfa | adrenérgicos es la que se modifi-
ca en respuesta a la exposicion a 39 °C, para finalmente
verse disminuida a 41 °C, en lo que describe comienza la
actuacion de otros mecanismos compensadores.

Como podemos observar en nuestros resultados el hecho
de exponer untejido in vitro aaltastemperaturas nos genera
modificaciones en el patron de comportamiento, lo que pro-
duce cambios en este caso en la expresion de |os receptores
o, adrenérgicos, que se encargan de modular la contraccion
vascular, el seleccionar este tejido fue debido a que se en-
cuentrarico en receptores o, que son los directos respon-
sables de modular la resistencia vascular y hemos podido
constatar que se modificasu comportamiento ante laexposi-
cion a altas temperaturas, sin embargo, en la etapa de fase
agudaes mayor larespuesta delosreceptores o, ) adrenérgi-
cos, en lo cua observamos la diferencia en los resultados
obtenidos, los cuales normalmente se expresan en menor
cantidad en el lecho vascular mesentérico. Hastael momento
no existen trabajos similares en los que se hayan medido los
cambios de expresion de los receptores durante la exposi-
cion a altas temperaturas, se han realizado estudios sobre
este comportamiento realizando mediciones de otras sustan-
cias participantes en el mantenimiento del flujo vascular, asi
como de mantener el tono y lapermeabilidad, modulando la
presion sanguinea en estas condiciones, en nuestro trabajo
podemos observar que hay una elevacién en la expresion
relativade estos receptores, |o que nos podriareflegjar de una
respuesta compensatoria de éstos, la cual finalmente dismi-
nuyealatemperaturaenlaqueel organismo estariaenlo que
conocemos como golpe de calor, que se compone de tres
fases|aprimeraen donde seincluye un mecanismo determo-
rregulacion, unarespuesta defase aguday finalmentelapro-
duccion de proteinas de shock térmico y otros componentes
compensatorios, las cuales podriamos relacionar con losre-
sultados obtenidos.

El comportamiento fisiolgico de los receptores o, adre-
nérgicosdifiere delo encontrado en los nivel es de expresion
génica, a realizar laPCR en tiempo real, ya que se observa
unaclaraelevacion al encontrarse el tejido expuesto a 39 °C
en donde observamos una clara elevacion, misma que pare-
ciera apegarse a los datos descritos anteriormente como
de respuesta aguda, en donde hay una compensaci 6n vascu-
lar por mantener la resistencia vascular, hasta perderse fi-
nalmente a41 °C en donde |arespuesta de éstos disminuye,
lo que se apegaria a la respuesta dada por otras sustancias
entre €ellas las proteinas de choque térmico.

Conclusiones

La respuesta contractil del lecho vascular mesentérico
disminuye progresivamente amedidaque aumentalatempe-
raturaalaque se expone al tejido.

Laeficaciamaximade laFenilefrinay del A61603 seve
disminuida al exponer al tejido a39y 41 °C.

La expresion de los receptores o, adrenérgicos en ge-
neral se ve aumentada al exponer el tejido a 39 °C, siendo
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predominante el aumento de los o, adrenérgicos, dismi-
nuyendo finalmente al aumentar la temperatura a 41 °C.
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