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ABREVIATURAS

AcCh Acetilcolina

CEV Célula endotelial vascular

CIAE Canales i6nicos activados por estiramiento
EF Estrés por friccion

PF Presion por flujo

GMPc Guanosin monofosfato ciclico
L-NAME Metil éster de L-nitroarginina

MetHb Metahemoglobina

NO Oxido nitrico

SNO Sintasa del éxido nitrico

SNOc Sintasa del 6xido nitrico constitutiva
SNOi Sintasa del 6xido nitrico inducibie
SNOnN Sintasa del éxido nitrico neuronal
HbO-> Oxihemoglobina

PP Presion de perfusion



RESUMEN

Las evidencias indican que las fuerzas hemodinamicas del flujo sanguineo,
estrés por friccion y deformacion por presion son sefiales reguladoras del tono
vascular por la liberacion de los factores de relajamiento derivados de endotelio. Se
sabe que las fuerzas hemodinamicas que actuan en el endotelio vascular causan:
1) liberacion de agentes vasoactivos tales como prostaciclinas (PG)lz, purinas
relajantes derivadas de endotelio ademas de factores de constriccién, y 2) activacién
de los canales i6nicos selectivos a Ca?’ y K*. Esto sugiere que la membrana celular
endotelial contiene estructuras de naturaleza desconocida que pueden actuar como
sensores de flujo y de presion. El oxido nitrico (NO) puede ser el mayor mediador
de la dilatacion inducida por el flujo.

La oxido nitrico sintasa utiliza L-arginina como el sustrato para producir 6xido
nitrico y es inhibida por el analogo metil éster de N®-nitro-L-arginina (L-NAME). Se
demostrd una modulaciéon de la respuesta adrenérgica por el flujo en la arteria
cardtida perfundida de conejo. En adicion la perfusion de L-NAME incrementa la
respuesta a vasoconstrictores tales como la fenilefrina al realizar una curva de
presion en el rindn de rata perfundido, sugiriendo que no es liberado en respuesta a
vasoconstrictores y flujo en el lecho renal aislado, por otra parte se ha reportado
recientemente que el L-NAME falla para alterar la curva de flujo-presion en la
vasculatura mesentérica aislada; sin embargo no hay datos hasta la fecha en estos

trabajos indicando cambios en la produccion y liberacion de 6xido nitrico.



La participacion de o6xido nitrico en la patofisiologia de la hipertension esta
bien aceptada, sin embargo las alteraciones de la modulacidn del tono de la
vasculatura muscular lisa por el flujo, durante la hipertension, ameritara estudios
futuros.

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) estudiar si la respuesta al
agonista adrenoreceptor, fenilefrina es modulada por el flujo en el lecho vascular
renal intacto, 2) estudiar el papel del 6xido nitrico bajo el efecto del flujo en la
respuesta vascular utilizando el L-NAME o la L-arginina, 3) comparar la respuesta
vascular renal en ratas normales e hipertensas, y 4) investigar el mecanismo por
medio del cual el flujo estimula la liberacion de 6xido nitrico.

La hipotesis planteada es que el tono vascular renal se mantiene por el
equilibrio de la accion de factores dilatadores y constrictores en el flujo sanguineo
debido un estimulo constante que promueve la liberacion de factores liberadores y
constrictores para modular el tono vascular. Uno de estos factores puede ser el
oxido nitrico. Por lo tanto, si se mide la liberaciéon de este gas por el rifndn, pueden
observarse cambios en la concentracién inducida por el flujo.

La solucion de bicarbonato Krebs-Ringer se utilizo para la perfusion de los.
rinones de ratas normales y de hipertensas, la presion de perfusion se monitoreo
continuamente por medio de un sensor conectado a un poligrafo

Las curvas de dosis respuesta fueron obtenidas por la administracion de bolos
de fenilefrina a diferentes concentraciones, asi como el L-NAME. Se realizaron
cambios en el flujo de perfusion por medio de una bomba peristaltica.

Las conclusiones fueron las siguientes: 1) la respuesta vascular renal a la

fenilefrina en rifiones perfundidos de ratas fue modula por el flujo, 2) el flujo causa



inhibiciéon a la respuesta a fenilefrina, 3) esta inhibicion es mediada por el éxido
nitrico, 4) el flujo estimula la liberacidn de 6xido nitrico en el rifién de rata perfu.ndido
.,y 5) la respuesta vascular al flujo es diferente en la hipertension, aunque |a
liberaciéon de oxido nitrico es normal, y 6) la respuesta al bloquear los canales
ionicos activados por estiramiento con gadolinio produjo inhibicion de la liberaciéon
de o6xido nitrico estimulada por el flujo, provocando ademas un aumento importante
en la resistencia vascular.

Una conclusion general es que en el rindn, el flujo regula el tono vascular por
estimulacion de la produccion de éxido nitrico y esta estimulacion es mediada por la

activacion de los canales idnicos activados por estiramiento.



INTRODUCCION

El lumen de los vasos sanguineos se encuentra recubierto por una capa de
células que en conjunto se denomina endotelio, esta cubierta provee una amplia
superficie para el intercambio de los fluidos y solutos entre la sangre y el tejido
vascular. El endotelio no soélo sirve como una barrera pasiva, como se le
consideré durante mucho tiempo, hasta que los experimentos pioneros de

Furchgott y Zawadzky en 1980

demostraron que es esencial mantener al
endotelio intacto para producir vasorelajacién en presencia de acetilcolina (AcCh)
en arterias aisladas. Estudios posteriores revelaron que la AcCh estimula la
liberacion de un potente vasodilatador producido por el endotelio al que

identificaron como oxido nitrico (NO) .

Las células del endotelio (CEV) juegan un papel critico en la homeostasis
vascular por las diversas funciones que realizan sensando e integrando la
hemodinamia, los estimulos hormonales y el efecto de las aiteraciones en la
funcion vascular a través de diversas proteinas y moléculas mediadoras ®. Como
resultado de estas propiedades, las CEV modulan procesos relacionados con la
pared del vaso sanguineo incluyendo regulacion de los procesos inflamatorios “,
en la permeabilidad de lipoproteinas del plasma, adhesion de leucocitos y
liberacion de factores protrombéticos y antitrombdéticos, factores de crecimiento y

sustancias vasoactivas ®.



En los uitimos anos se han acumulado evidencias en la literatura que
nos indican la participacion activa del endotelio en procesos fisioldgicos y
patologicos ©7) al liberar sustancias vasoactivas como prostaciclinas, adenosina,
ON, endotelina @, factor de hiperpolarizacién derivado de endotelio ¢ ATP,
acetilcolina, sustancia P, interleucina 6, histamina, el activador tisular del

plasmindgeno y otras.

El NO, en particular, participa en numerosas acciones biolégicas en el
organismo como la adhesién de leucocitos al endotelio ‘%' proliferacion de
células en el musculo liso 7 y en la agregacion plaquetaria ; también se
reconoce su papel como mensajero en procesos neuronales 2. La alteracion en
la produccion de NO lleva a procesos patofisioldogicos como aterosclerosis (%),
7.16)

hipertension arterial 'Y, hipertension pulmonar %, hipercolesterolimia y

diabetes melitus '®.
En el rinon, el NO interviene en el control de la hemodinamica glomerular,
17.18)  en mecanismos que inducen proteinuria, trombosis mesangial e infiltracion

de leucocitos 9.

El las ultimas décadas se ha avanzado en el conocimiento de los procesos

mediados por las sustancias vasoactivas derivadas del endotelio ?-3.6-20.21)

y se han
propuesto algunas vias de transduccion de la sefal fisica provocada por el flujo
sanguineo a senal quimica dentro de la célula ??22% confiriendo al endotelio la
caracteristica de tejido ampliamente especializado y no s6lo de barrera fisica. Sin

embargo, se requiere de amplios estudios para explorar los mecanismos a través



de los cuales ejercen su accidn las fuerzas fisicas del flujo vascular como el estrés

por friccién y la deformacién celular por presién 242529,

OXIDO NITRICO

El éxido nitrico se forma cuando el grupo guanido del aminoacido esencial
L-arginina es oxidado por cinco electrones, dando lugar a Oxido nitrico y a L-
citrulina (Moncada and Higgs 1991)®. La reaccion es catalizada por un grupo de
enzimas llamadas sintasa dei oxido nitrico (SNO) y muchos cofactores. La
reaccion es estereospecifica de tal manera que es la L-arginina y no la D-arginina,

la molécula que rompe la SNO para formar la L-citrulina @

Fig, 1: Biosintesis de Oxido Nitrico 3%
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El éxido nitrico es una molécula relativamente inestable en presencia de
oxigeno y puede auto-oxidarse rapida y espontaneamente en una variedad de

nitrégenos oxidados :

2NO (Oxido nitrico) + O2 > 2NO; (didxido de nitrégeno)

2NO + 2NO2 > 2N20; (trioxido de dinitrogeno)

2N203 + 2H20 > 4NO; (nitrito) + H2

El dioxido de nitrogeno y el tribxido de nitrogeno son potentes agentes con
habilidad para nitrosar una variedad de aminas primarias y secundarias, las cuales
pueden producir potencialmente nitrosaminas carcinogénicas y/o promueve

mutagénesis por desaminacién en las bases del ADN.

Accion del éxido nitrico en el rifién

El o6xido nitrico derivado de endotelio tiene un papel importante en la
regulacion renal, la hemodinamia y funcion excretora . La bradicinina y la AcCh
inducen la vasodilatacion incrementando la sintesis de NO, llevando a un aumento

en la diuresis y natriuresis (1%,
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En el riidn el NO generado por la SNOc participa en la regulacién de la
microcirculacion glomerular modificando el tono vascular de las arteriolas
aferentes y en las células mesangiales.

Mientras que el NO formado por la macula densa y las arteriolas
aferentes controlan la hemodinamica glomerular por via del factor de crecimiento

transformante (TGF) y por la modulacion en la liberacion de la renina '®,

Por lo tanto el NO es importante en la regulacion fisioloégica de la presion
sanguinea del capilar glomerular, del flujo glomerular y del coeficiente de
ultrafiltracion glomerular. Por medio de estas acciones en los flujos y presiones
glomerulares, el NO puede regular el trafico micro y macroglomerular a través del

mesangio*®.

La insuficiencia crénica del NO causa hipertension y dafio glomerular y
puede estar involucrado en la génesis de hipertension dependiente de sales.
Incrementos en la produccion de NO pueden llevar a ia patogenia de los primeros
cambios hemodinamicos en la diabetes y en la respuesta hemodinamica
fisiologica en el embarazo normal.

Cuando se bloquea la sintesis de NO basal se provoca un decremento en

el flujo sanguineo renal y en la excrecion de sodio '?

11
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Oxido nitrico y endotelio

Las CEV producen éxido nitrico en respuesta a una variedad de estimulos
mecanicos asi como por autacoides y hormonas locales y circulantes. Se ha
considerado al NO como un potente vasodilatador endégeno el cual presenta
acciones similares a la nitroglicerina y al nitroprusiato sodico.

La L-arginina-NO se encuentra en el tejido vascular y en diferentes células
siendo considerado como un mecanismo general de comunicacion intercelular
para la activacion de la guanilato ciclasa.

Las isoformas constitutivas de SNO dependientes de calcio implican que
puede existir una relacion significativa entre los receptores de Ilos
neurotransmisores que causan un incremento en los niveles de calcio intracelular
y la generacion de NO. Un significativo subgrupo de la superfamilia de proteinas G
acopladas a receptores (GPCRs) activan la fosfolipasa C, como una de las
primeras etapas de la traduccién de sefiales mediada pt-:r receptores. El resultado
de la cascada de senalizacion intracelular involucra un incremento de hidrdlisis del

fosfoinositol y un incremento subsecuente en los niveles del calcio citosolico @7,

El efecto de glutamato sobre la regulacion via receptores ionotropicos estan
bien caracterizado. El| glutamato actia sobre receptores metabotropicos a
glutamato, los cuales estan acoplados a la hidrolisis del fosfoinositol y la
movilizacion del calcio intracelular y se ha visto también que activa a la SNOnN de

acuerdo a los niveles presentes de GMPc.



Significativamente, la respuesta de GMPc via receptores metabotropicos a
glutamato parecen ser dependiente tanto de fuentes de calcio intracelular como
de influjos de calcio extracelular, en tanto que los mediados por receptores

ionotropicos son dependientes solo del calcio extracelular @7,

Un estudio posterior
de Bhardwaj 7’ confirmé esta finalidad y sugirié la liberacion de calcio intracelular
como un mecanismo de amplificacion de la activacion de SNOnN.

El papel celular del NO como un activador de la enzima guanilato ciclasa
esta bien establecido, resultando en un incremento dependiente de la
concentracion. Muchos de los efectos fisioldégicos del NO pueden estar ligados a
acciones subsecuentes de los nucledtidos. En el masculo liso, la secuencia en las
etapas de fosforilacion de las proteinas, o de la modulaciéon de canales i6nicos,

mediados por GMPc resulta en la refajacion de este tejido 7,

Una lista aun no precisada de neurotransmisores y autacoides, incluyendo
acetilcolina, noradrenalina, serotonina, substancia P, adenosintrifosfato,
bradicinina e histamina, que actuan a travées de GMPc, y causan vasodilatacion,
promoviendo la liberacion del NO del endotelio. La vasodilatacién mediada por el
NO se mantiene predominantemente por estimulos mecanicos, tales como el
estrés por friccion y el flujo pulsatil en los vasos vasculares, en la regulaciéon
hormonal por los agentes antes mencionados “7, ademas de la intervencion

farmacolégica que resulta en la activacion de GPCRs ligados a la sintesis de NO,

que llevan a modular el tono vascular endogeno.

14



Funciones biolégicas del éxido nitrico

Al 6xido nitrico se le considera como una molécula participante en un gran
namero de eventos biologicos ?®. Uno de estos papeles muy bien establecido es
el control del tono vascular, dependiente de endotelio y producido por el
relajamiento de la musculatura lisa vascular y mediado por el aumento en la
formacion del guanosin monofosfato ciclico (GMPc).

El oxido nitrico tambien puede mediar la relajacion de la musculatura lisa
vascular de una manera independiente de endotelio en las arterias cerebrales y

en otras arterias @,

En el cerebro, el NO actua como un mensajero mediante la accién del
glutamato que activa a los receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA) ©9,
Evidencias recientes sugieren que se produce un exceso de NO cuando hay dafio
neuronal posterior a un traumaitismo. Se ha sugerido que el NO puede modular
tanto la reaccién inflamatoria aguda como la crénica @2

Dentro de las aplicaciones meédicas podemos referirnos a la hipotension,
siendo esta una alteracion provocada por una produccion excesiva de NO que
lleva al paciente a un choque séptico. La inhibicion de la SNO resulta en un
incremento en la presion sanguinea, en un choque séptico que nos lleva a
determinar su efecto en la mortalidad <9,

La inhalacion de &xido nitrico puede ser benéfica durante el sindrome de

distresia respiratoria. EI NO es un vasodilatador pulmonar, que puede ser

inhalado por una maquina de perfusién, generando una vasodilatacidn selectiva

15



de alveodlos de ia pared pulmonar ®_ EI NO o compuestos donadores de NO se

han propuesto como terapia para la hipertension pulmonar.

Sintasa del 6xido nitrico

La SNO existe en tres isoformas, lo cual es importante por las variaciones
en la actividad de esta enzima. En las CEV existe la sintasa del 6xido nitrico
constitutiva IH (SNOc tipo lil), que es expresada constitutivamente; la enzima migra
como un monomero de 135 Kda y mantiene un alto grado de homologia con la
citocromo P-450 reductasa. Es una enzima que mantiene una produccion basal de
pequenas cantidades de NO, sin embargo también se ha identificado en una gran
variedad de células no endoteliales, lo que indica la produccion de NO por estas

células®9,

La SNO neuronal (SNOnN) es una SNO tipo |, que también es constitutiva,
se expresa predominantemente en el tejido neuronal; es una enzima calcio
dependiente y produce cantidades picomolares de NO. La similitud no es

sorpresiva dado que estas proteinas presentan un 60 % de homotogia ¢

Una forma inducible de SNO (SNOi), del tipo I, esta expresada en una
variedad de tejidos y drganos en adicidon al endotelio vascular. En contraste con la

SNOc o a la SNOnN, la SNOi no se expresa en la mayoria de los tejidos pero es



inducida por lipopolisacaridos bacteriales (LPS) o citocinas, tales como el factor de
necrosis tumoral, interleucina e interferéon 9.

Aungque su mecanismo de activacién es diferente a la SNOc, la SNOiI
parece tener un 50 % de homologia con la SNOc o con la SNOnN. La induccién de
SNOi da como resultado la formacion de grandes cantidades (1000 veces) de NO

por periodos largos comparada con SNOc o con la SNOnN.

La asignacion del término “constitutivo” para la expresion de SNOc y SNOn,
se refieren a una rapida activacion en respuesta para un apropiado sefialamiento
intracelular (ej., calcio), en contraste para SNOi, donde la sefal ej., citocinas)
represeta un disparo inicial para la sintesis de proteina de novo. Sin embargo, la
SNOc y SNOnN existen como una expresion constante, y esto no implica que no

haya una regulacién a tiempo largo @9,

Se ha demostrado por gran numero de estudios, el papel fisiologico del
incremento en la actividad de ambas isoformas constitutivas en varias
condiciones.

Cambios en la regulacion de la expresion de las isoformas constitutivas de
ONS estan asociadas con una variedad de condiciones patofisiologicas. Por
ejemplo, la disfuncidn endotelial prolongada, asociada con hipertension, se ha
mostrado que coincide con una activacion SNOe y produccion de aniones de

29 Los incrementos en NO endégeno y O%, pueden resultar en una

superoxido
combinacion de grandes cantidades de potentes substancias oxidantes dafinas,

tales como peroxinitritos.

17



Estrés hemodinamico

Las CEV experimentan tres fuerzas mecanicas primarias que son:

Presion: Creada por fuerzas hidrostaticas dentro del vaso sanguineo.

Estiramiento circular o tension: Es el resultado de conexiones
intercelulares definidas en las CEV, ejerciendo fuerzas longitudinales sobre las
células durante el movimiento vascular.

Estrés por friccion: Generada por el rozamiento del flujo sanguineo sobre

el lumen del vaso sanguineo.

De estas fuerzas de presion, el estrés por friccion (EF) es una fuerza
particularmente importante debido a su accién estimulante en la liberaciéon de
sustancias vasoactivas, cambios en la expresion génica “®, en la morfologia y
metabolismo cetular @V,

Se sabe que el EF actia a través del endotelio para regular tanto el tono

vascular agudo del vaso sanguineo durante la embriogénesis y crecimiento de un

nuevo vaso, como en la restructuracion cronica del vaso sanguineo (®1.32)

El EF causa una deformacion de las CEV hacia la direccidn del flujo

(22)

sanguineo disminuyendo la resistencia efectiva y reduciendo el EF ¢

(3.21)

determinado por la viscosidad de la sangre las dimensiones del vaso

3

sanguineo ©" y el grado de fluidez dando como resultado una fuerza tangencial

(24)

sobre la CE por unidad de area que se transmite hacia las células vecinas y

hacia el interior de la célula provocando una respuesta bioquimica @339,



Los mecanismos por medio de los cuales la célula responde al EF
comienza a dilucidarse y se han propuesto algunas estructuras de la membrana

(29)

endotelial que intervienen en este proceso como sensores del estrés

hemodinamico:

Receptores acoplados a proteina G &34

Adhesiones focales @, integrinas @®
Proteinas integrales de membrana ©%
a : (34)

Receptores a cinasas
Canales idnicos sensibles a estiramiento (353837

° Alteraciones del citoesqueleto celular ¢

Los cambios en la hemodinamia de los fluido captados por los sensores
anteriormente propuestos llevan a una cascada de senalamiento intracelular, a
través de eventos de fosforilacion o de generacion de especies reactivas de
oxigeno, que promueven diversos efectos tales como la liberacion de citocinas y
otros mediadores, activacion de factores de transcripcion, alteraciéon de genes y

de expresion de proteinas que alteren la division celular o conducen a la muerte

22)
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Canales ionicos activados por estiramiento

El sensor endotelial de flujo que proponemos en el presente trabajo son los
canales ionicos activados por estiramiento y se sabe que estan presentes en el
endotelio de algunos érganos (35.37.39. 40).

Son canales de la membrana celular sensibles a estiramiento que
funcionan como microsensores endoteliales para los cambios en el ambiente
hemodinamico, traduciendo el estrés fisico en sefales quimicas como el
incremento de Ca®*, regulacién del volumen celular @®, sintesis del ADN y

alteraciones en la conductancia eléctrica del corazon ¢7,

Existen dos tipos de CIAE: uno selectivo a K, participa en la polarizacion de

la membrana y los no selectivos que permiten la entrada de Na, Ca®* y K* 38.39)

Los CIAE se han descrito en las células endoteliales vasculares ©%4"

(40).

cardiomiocitos , células de la musculatura lisa vascular®”, asi también se les

han encontrado en las membranas celulares de algunas plantas, bacterias y
animales ©7.

En los estudios realizados por Hutchison 1996 ©® se propone que la
entrada de Ca®* a la célula y la hiperpolarizacion son los estimulos que se

requieren en el endotelio vascular para provocar liberacion de NO.
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Los CIAE pueden ser bloqueados con Gadolinio ©¢%42) a concentracion de 3

3% en estudios realizados en

uM, como lo reporta Xian-Cheng Yang y cols.
ovocitos de Xenopus laevis utilizando técnicas de Patch Clamp. Se encontré que
el Gd*" es el bloqueador mas potente en concentraciones entre 1M a 10 uM, y
que los lantanidos Ilutenio y lantano también los pueden bloquear pero a
concentraciones mayores de 100 uM.

Otra de las caracteristicas que tiene el Gd** es que su acciéon desaparece a

los 30 seg, después de su aplicacidon cuando se utiliza a concentraciones de 10

1M, y su bloqueo es reversible después de ser eliminado ©9.

Ya que los CIAE se encuentran en la membrana de las CEV, pueden ser
uno los mecanosensores de las fuerzas fisicas del flujo hemodinamico, que al
inducir la hiperpolarizacion de la membrana por el flujo de iones como el K,
participan en el mecanismo de liberacion del ON al aumentar el Ca®" dentro de la

céluia “2 .42

En el presente trabajo se estudid la posibilidad de la participacion de los
CIAE como un mecanismo de liberacion de NO por el estrés hemodinamico en

vasos de resistencia en el modelo de rifion aislado y perfundido.



OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fueron:

1) Estudiar si la respuesta al agonista adrenoreceptor fenilefrina, es

modulada por el flujo en el lecho vascular renal intacto.

2) Estudiar el efecto del flujo sobre la produccidén de 6xido nitrico dentro de

la respuesta vascular utilizando L-NAME o L-arginina.

3) Valorar el efecto del cloruro de gadolinio para evaluar la participacion de

los canales activados por estiramiento en los efectos del flujo.

4) Comparar la respuesta de la vasculatura de rifones obtenidos de ratas

normales y la de ratas hipertensas.

22



HIPOTESIS

1) El tono vascular renal se mantiene por el equilibrio de la accion de factores
dilatadores y constrictores. El flujo sanguineo, que es un estimulo constante,
promueve la liberacion de factores dilatadores y constrictores para modular el tono
vascular. Uno de estos factores puede ser el 6xido nitrico. Por lo tanto, si se mide
la liberacion de este gas por el riién, pueden observarse cambios en su

concentracion inducidos por el flujo.

2) Dado que el flujo sanguineo promueve la liberacién de factores relajantes y
constrictores, puede modificar la accidén farmacologica de sustancias constrictoras

como es la fenilefrina.

3) Uno de los mecanismos de accion del flujo es la activacion de canales
sensibles a estiramiento. Si estos canales participan en la modulacion del tono
vascuiar renal, la aplicacion de un bloqueador de estos canales podria modificar

las respuestas al fiujo.
4) En situaciones patologicas como la hipertension renovascular, la regulacion del

tono vascular esta alterada y por lo tanto la respuesta a vasoconstrictores

mediada por el flujo podria estar modificada.
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METODOLOGIA

Se utilizé el modelo de rindn aislado y perfundido mediante el método de
Langendorff a flujo de perfusion constante. Los animales de experimentacion
fueron ratas Wistar macho de 250 a 270 g. de peso, anestesiadas con
pentobarbitat (0.1mI/100g) por via intraperitoneal y se les mantuvo con ventilacion
artificial hasta canular la arteria mesentérica renal izquierda, disecando el rifidén y

conectando la canula de inmediato al perfusor.

El liguido de perfusion fue una solucién de Krebs a |pH 7.4 controlada por
un recirculador térmico a 37°C. Durante el experimento, este liquido se burbujed
con una mezcla de carbégeno (5% de CO:z y 95% de O;) y la velocidad de
perfusion se controld mediante una bomba peristaltica La respuesta vascular renal
fue monitoreada por un transductor de presion conectado a un Poligrafo (Fig. 4)

Una vez que el rifion se encuentra conectado a la canula de perfusion el

experimento consta de:

« Un periodo de estabilizacion de 30 min para que el rindn se adapte a las

nuevas condiciones de perfusion de 10mi/min y 20mi/min.

- Se utilizaron grupos experimentales en donde cada rifidén fue su propio

control n=5 y p< 0.05 para cada experimento.
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Cada una de las series consta de una curva control con variaciones en la
velocidad de perfusion de 5 mli/min a 25 mli/min a intervalos de 2 ml/min,
con un tiempo de 2 min para cada intervalo; y una curva experimental con
las mismas variaciones en presencia o ausencia de los farmacos
utilizados. Los farmacos se aplicaron mediante una bomba de infusion
continua (0.01 ml/min) a la solucidn de perfusion antes de entrar a la

arteria renal.

En cada experimento se registro la presion de perfusion por medio de un
poligrafo y con los registros de perfusion se calcularon los valores de resistencia
vascular en la siguiente relacion , RV= P/F siendo RV la resistencia vascular, P es
la presion de perfusion (PP) dada en mm de Hg y F es la velocidad de flujo en

mi/min ©2,

Se cuantificod el oxido nitrico presente en el perfusado efluente del rifion por
medio de la técnica de reduccion de oxihemoglobina (HbO;) a metahemoglobina
(MetHb por el efecto redox del NO que se libera ©"., En cada velocidad de
perfusion se tomaron muestras del liquido efluente del rifidn y se analizaron por
espectrofotometria en la region visible, a un coeficiente de extincion de 401-411
nm. La HbO2> es un conférmero funcional bioactivo de la hemoglobina y tiene una
elevada afinidad por el NO (menos de 100 ms) que lo reduce a MetHb V. La
MetHb es estable en condiciones experimentales 6ptimas de 37°C y saturacion

de O3, lo cual la hace cuantificable.
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La reaccidn que se efectua es la siguiente:

HbO32 + ON ~ MetHb+ NO; -

La técnica utilizada para inducir la hipertension renal en las ratas consiste
en ligar con una grapa la arteria renal derecha provocando hipertension e
isquemia en el rifidn derecho. Para los experimentos se utilizé el rifdn izquierdo

que presenta hipertension mas no tiene isquemia.

El analisis estadistico de los resultados se efectué con ANOVA vy esta
expresado como la media + el error estandar. Para la determinacion de la
significancia estadistica de nuestros resuitados, se utilizé la prueba de t de
Student donde los valores con una P< 0.05 se consideran estadisticamente

significativos.
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Farmacos y concentraciones utilizados en las curvas de flujo.

Nombre Simbolo Concentracion Accidén
Fenilefrina FE 1-100uM Vasoconstrictor adrenérgico
L-Arginina L-Arg 5mM Sustrato de ia ONS
metil-éster de
Y-nitro-L-arginina- L_NAME 100uM Inhibidor especifico
De la ONS
Gadolinio Gd** 3uM inhibidor de NO
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MetHb HbLO; pura
Disuelta en H:O Para mantener esta
bidestilada forma se burbujea con
carbdégeno
Se agrega Ditionita Filtrar en columna de
Compuesto sulfuroso Sephadex G 25
que funciona como
agente oxidante 4
Burbujeo constante con Carbégeno
carbégeno para catalizar ia MetHHb — 3 HDLO; + Ditionita
reaccién Ditionita
I HbO; Pura |

L Liquido de perfusién I

Transformacién de HbO;
a MetHb en el rifién

Se colecta una muestra de liquido
efluente por cada velocidad de
perfusién

TE
FALLA

'S COn
DE ORIGEN

Andlisis espectofométrico

Fig. 3 Obtencién de HbO, ¢V
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RESULTADOS

En el rinén, como en otros érganos, la respuesta vascular a las sustancias
vasoactivas reguladas por el flujo mantienen el equilibrio homeostatico. En el
presente trabajo se estudid la respuesta renal a vasoconstrictores adrenérgicos
como es el caso de la fenilefrina en una curva dosis-respuesta, utilizando
concentraciones de 1uM hasta 100 uM de fenilefrina y midiendo la presiéon de
perfusion (PP) que es un indice de la resistencia vascular. Cuando e! flujo de
perfusion (FP) cambia de 10 mi/min a 20 mi/min, la curva de presion de perfusion
se desplazd hacia la derecha comparada con la curva control, lo cual sugiere que
el efecto del estrés fisico del flujo provoca la liberacion de alguan factor o factores
relajantes por el endotelio vascular que atenuan el efecto constrictor de la
fenilefrina a flujo alto (grafica 1; n = 5, p < 0,05 utilizando como control el mismo

nAon experimental).
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Graf. 2: Efecto de L-NAME en respuesta al flujo. El inhibidor de la SNO bloquea el

efecto estimulador del NO.

Para investigar si el NO es una de las sustancias vaso relajantes que se
liberan por la accidn del flujo, se utilizd al bloqueador del NO, el L-NAME con una
concentracion de 10 uM inyectada por medio de una bomba de infusién en la
solucién de Krebs mediante la cual se mantuvo el rindn en perfusién constante en

una curva dosis-respuesta con fenilefrina (1 uM a 100 uM) .

En la grafica 2 se muestra el efecto del L-NAME sobre el NO evitando su
accion relajante aun después de aumentar el FP de 10m¥i/min a 20 mi/min. En esta
uitima velocidad de perfusion si existe un pequeno efecto de relajacion comparada

con la grafica 1. (n = 5, p < 0.05)
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Graf. 3: Efecto de la L-arginina en respuesta al flujo

En la grafica 3 se muestra ia curva dosis-respuesta a fenilefrina cuando se
utiliza el sustrato del NO, la L-arginina, para estimular la sintesis de NO y
potenciar el efecto vasorelajante del flujo. Como podemos observar si existe un

aumento de este efecto relajante. (n= 5, p < 0.05)
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Graf. 4: Efecto de la L-arginina y la L-NAME en la curva dosis-respuesta a

fenilefrina a flujo de 10 mi/min.

En la grafica 4 se muestra la curva comparativa de la L-arginina y de L-
NAME a una velocidad de perfusion de 10 ml/min, observando sélo el efecto de L-

arginina. Sin embargo el L-NAME no parece tener ningun efecto. (n= 5, p < 0.05)
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En ila grafica 5 se puede observar el efecto bloqueador de L-NAME sobre la
liberacién de NO que se manifiesta por un aumento de la PP al incrementar la
velocidad de perfusibn a 20 mi/min. El efecto de la L-arginina no es muy

importante en este caso (n = 5, p < 0.05).
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Graf.5: Curva dosis-respuesta a fenilefrina con flujo de 20 mi/min.

34



En la grafica 6 se muestra la curva de liberacién det NO con respecto al flujo
de perfusion, Las muestras fueron tomadas del liquido efluente del rifndn en cada
velocidad de perfusion y se analizaron por espectofotometria de UV (n =5, p <0

.05). El flujo aumenta linealmente ia liberacion de NO.
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Graf. 6: Curva de liberacion del NO con respecto al fiujo.
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Graf.. 7: Efecto del gadolinio sobre la liberacion del NO.

En la grafica 7 se observa el efecto del gadolinio sobre la liberacion de NO

Eil blogueo de los canales idnicos activados por estiramiento inhibe compietamente
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la liberaciédn de NO inducida por el fiujo. (n = 5, p < 0.05)
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Graf. 8: Efecto del Gadolinio sobre la presion de perfusion.

La grafica 8 muestra el efecto del Gd®>* (3uM) sobre la presién de perfusiéon
renal. Observamos que ia PP se incrementa con respecto a los valores control (n
=85, p< 0.05) demostrando que la inhibicion de los CIAE y subsecuentemente, la

inhibicion de la liberacidon del NO, promueven vasoconstriccion.
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Graf. 9: Efecto de la hipertensidon renal en la respuesta a fenilefrina.

Se utilizaron ratas con hipertensién vascular renal para comprobar si los
efectos antes descritos para NO se ven modificados en esta situacidn patolégica.
En la grafica 9 mostramos que al someter al rifién no isquémico a una velocidad
de perfusion de 10 mli/min y concentraciones de fenilefrina de 1 uyM a 100 uM la

PP se incrementa alrededor del 60% con respecto al control (n =5, p <0.05).

38



120

l ——CTF— HIPERTENSA FLUJO = 10
—@— HIPERTENSA FLUJO = 20

{mmHg)

PRESION DE PERFUSION

120

100

a0 -

80

40 -

20 4 ~——O— FLUJO CONTROL = 10
< — @— FLUJO CONTROL = 20
o T
1 10 100

[FENILEFRINA] uM
Graf. 10 : Efecto de! flujo en la curva dosis-respuesta a fenilefrina en ratas

con hipertensién renal a flujo de 20 ml/min.

Al aumentar el estrés de friccion en el vaso de resistencia renal por efecto
del flujo a 20 mi/min encontramos que la liberacion de NO esta disminuida ya que
en el rifén hipertenso no isquémico la curva en respuesta a fenilefrina no se

desplaza a la derecha como en el riién normal (grafica 10; n= 5, p <0.05)
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Graf. 11: Efecto de L-NAME en la respuesta vascular a fenilefrina en
hipertensién renai.

En la gréafica 11 se observa que cuando se adiciona el L-NAME como
bloqueador para el NO, no se presenta ningun cambio en la curva de PP al
aumentar et flujo de perfusidon a 20 ml/min en los riflones hipertensos debido a que

tienen ya una vasoconstriccion (n=5, p <0.05).
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DISCUSION

En los ultimos anos se han acumulado evidencias en la literatura indicando
que las fuerzas hemodinamicas generadas por el flujo sanguineo, como son el
estrés por friccion y la deformacién por presion, son sefales reguladoras del tono
vascular al promover la liberacion de sustancias vasoactivas derivadas del
endotelio. Asi, se ha demostrado que estas fuerzas fisicas, al actuar en el
endotelio vascular, causan: 1) La liberacion de sustancias vasoactivas como
prostaciclina (prostaglandina 13), adenosina, NO, endotelina, ATP, acetilcolina,
sustancia P, interleucina 6, histamina y otras ©", Asi como otros factores
2+

derivados del endotelio y 2) la activacion de canales selectivos para K" y Ca

ademas de la activacion de los canales sensibles a estiramiento @943

En el mecanismo de regulacion del flujo se ha propuesto la existencia de
receptores en la membrana endotelial, los cuales no han sido identificados pero
pueden ser elementos del glicocalix como lo sugieren experimentos que hemos
realizado en donde enzimas que hidrolizan estructuras del glicocalix previenen
algunos de los efectos del flujo “9,

Los sistemas de transduccion de las senales fisicas asociadas a la
regulacion del flujo van desde la activacion de los canales i6nicos, hasta la

interaccion con sistemas de proteina G, que incluyen la activacion de recambio de
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inositol fosfato. También se ha sugerido la activacion de una tirosina cinasa
sensible a flujo @7,

Un incremento en el flujo puede causar dilatacion arterial la cual puede ser
parcial *® o totalmente '"'?® dependiente del endotelio. El 6xido nitrico parece ser
el mediador mas importante en la dilatacion producida por el flujo ©". Este gas tan
activo biologicamente, es producido por una reaccion enzimatica catalizada por
una familia de enzimas conocida como sintasas del 6xido nitrico. Estas enzimas
utilizan L-arginina como sustrato para producir citrulina y oxido nitrico. La actividad

de la sintasa de oxido nitrico puede ser inhibida por analogos de la L-arginina

como el metil-éster de N-nitro-L-arginina (L-NAME 32 46)

Otro de los efectos del flujo que han sido reportados es la modulacién de
respuestas adrenérgicas en arterias carétidas de conejo “”’ y otros vasos de
conductancia.

La respuesta vascular a sustancias adrenérgicas o a otras sustancias es
muy importante en el funcionamiento de diversos 6rganos, y esta respuesta en los

lechos vasculares de resistencia puede determinar la presion arterial.

El rindn es un 6rgano que responde a infinidad de sustancias vasoactivas,
que reguian su flujo sanguineo para mantener una presion de filtracion adecuada.
Por esta razon el rindn es un oérgano que esta sometido a cambios de flujo
constantemente. Ademas tiene un papel muy importante en la regulacion de la

presion arterial por medio de la liberacion de una serie de sustancias vasoactivas.
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El endotelio también juega un papel importante en la mediacion de

(48,49)

respuestas a dilatadores y constrictores en el ritébn perfundido . El bloqueo

del NO por el L-NAME incrementa la respuesta renal a constrictores 9,

Por estos antecedentes, nos damos cuenta que el flujo puede ser una senal
fisica muy importante que regula el tono vascular; sin embargo, la mayoria de
estudios donde se propone este papel para el flujo se han realizado en arterias de
conduccién y no en vasos de resistencia que serian los importantes para
mantener la presion y ademas son los involucrados en patologias como la
hipertension arterial. Ya que menciono esta enfermedad tan frecuente en nuestro
medio, cabe decir que no se sabe nada acerca de las alteraciones que se

presentan en los efectos conocidos del flujo en esta condicion patoldgica.

En este trabajo estudiamos el papel del flujo sanguineo en la regulacion del
tono y de la reactividad vascular renal. Ademas, quisimos conocer los
mecanismos por los cuales el flujo sanguineo, a través de sus fuerzas fisicas,

desencadenan efectos en el endotelio y en otras células.

En el estudio de estos mecanismos incluimos tanto a la transduccion de la
senal fisica, en senal quimica, asi como a la identificacion de los posibles
mensajeros que median esta respuesta. Por otra parte, también investigamos
como se modifica la respuesta renal a diversos farmacos, al inducir cambios en el

flujo sanguineo del rifidn. Por ultimo, estudiamos lo que sucede con la respuesta
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al flujo en la hipertensidn arterial ya que, como se menciono, no existen estudios

al respecto.

La primera pregunta que tratamos de contestar, fue si el flujo era capaz de
alterar la respuesta adrenal a un constrictor adrenérgico, en este caso la
fenilefrina. En la grafica 1, se observa el efecto que tiene un cambio de flujo de 10
ml/min a 20 ml/min en la curva dosis-respuesta a este farmaco en funcién de la
presion de perfusion. El incremento de flujo provocé un desplazamiento de la
curva hacia la derecha. Es decir, el aumento en la velocidad de perfusion provoca
una menor sensibilidad del rindn para responder al estimulo de la fenilefrina,
especialmente en flujos altos. Ya que la concentracién de fenilefrina se aumentd
para compensar la dilucidn causada al aumentar el flujo, una explicacion para este
fenébmeno seria que el aumento de flujo liberara algun vasodilatador que

contrarrestara el efecto constrictor de la fenilefrina, como podria ser el NO.

Como se ha mencionado, uno de los factores relajantes derivados del
endotelio mas importante es el ON. Para estudiar la participacion del NO en el
efecto del flujo utilizamos al L-NAME que actia como inhibidor de la SNO. La idea
fue que al inhibir la produccion de NO el efecto del flujo seria también blogqueado
si este gas fuera responsable de dicho efecto. El resultado del experimento se
muestra en la grafica 2. Como se puede observar, el L-NAME bloqued el efecto
del flujo, lo que corrobora la hipotesis de este experimento y el NO es uno de los

vasodilatadores que se liberan al aumentar el flujo de perfusion.
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Para corroborar el efecto del NO en el flujo, en el siguiente experimento se
utilizé el sustrato de la SNO, la L-arginina. En este caso se esperaria aumentar el
efecto del flujo. La grafica 3 muestra que efectivamente la arginina incremento el
efecto del flujo en 45 % haciendo menos sensible la vasculatura renal al efecto de

la fenilefrina.

Un analisis mas detallado de los experimentos se muestra en la grafica 4.
El efecto de la L-arginina se observa cuando el rifidn se perfunde a 10 mi/min
Esto quiere decir que se puede aumentar grandemente la produccion de NO. Sin
embargo, el L-NAME no parece tener ningun efecto. Esto puede deberse a que la

produccion basal de NO a este flujo es baja.

Cuando el rifidn se perfundidé a 20 mli/min (grafica 5), se puede apreciar el
efecto de L-NAME, pero la L-arginina no tiene un efecto marcado en este
parametro tan importante. En este caso, el flujo de 20 mi/min estaria aumentando
la produccién de NO por lo cual el L-NAME puede inhibirla. La L-arginina no es
capaz de aumentar mas la produccion de NO, probablemente debido a que a este

flujo la produccion de NO es maxima.

Hasta este momento hemos demostrado indirectamente que el flujo induce
la liberacion de NO por el rifidn y esto afecta la respuesta presora de la fenilefrina,
En otros trabajos hemos demostrado que se puede medir la liberacion del NO
directamente en el corazén perfundido utilizando la técnica de oxihemoglobina V.

Utilizando esta misma técnica, la liberacion de NO se midio en el rinén perfundido
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a diferentes velocidades (grafica 6). Encontramos que el flujo estimula |a
liberaciéon de NO en el rifion a manera de dosis-respuesta.

El mecanismo por el cual el flujo puede estimular la liberacion de NO no
esta completamente claro. Se ha descrito que en el corazén pueden participar los

%) Estos canales permiten la entrada

canales ionicos activados por estiramiento
a la célula de Ca®*', Na' y K' de manera inespecifica aunque parece haber
preferencia por la entrada de calcio. El calcio puede activar a ta SNO constitutiva y

de esta manera aumentar la produccion de NO.

Una manera de probar la participacion de estos canales es inhibirlos con el
bloqueador mas selectivo que se conoce que es el gadolinio. En nuestros
experimentos perfundimos cloruro de gadolinio § min antes de realizar la curva de
flujo, midiendo simultaneamente la liberacion de NO.

En la Grafica 7 mostramos que el gadolinio bloqued completamente la
liberacion de NO. Este resultado difiere del efecto obtenido en el corazén en
donde no se observa bloqueo completo en la liberacion de NO ©%, Esto puede
deberse a que en el rindn, la enzima encargada de la produccion de NO es la
SNO constitutiva que es dependiente de ca®* y que seria la enzima afectada por
el gadolinio. En el caso del corazon hay un remanente de NO producido por la

SNO inducible.

Quisimos corroborar si la inhibicion de la produccion de NO por el gadolinio
pudiera tener repercusiones fisiolégicas. Para investigar esto, perfundimos el

gadolinio al realizar la curva de flujo midiendo la PP. En la Grafica 8 podemos ver
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que el gadolinio tiene un fuerte efecto presor. Esto concuerda con la inhibicién del

efecto vasodilatador del NO.

Finalmente, investigamos si los efectos encontrados se ven modificados
durante situaciones patologicas como la hipertension arterial para lo cual
utilizamos el rindén no isquémico de ratas con hipertension renovascular.

Los resultados mostraron que la fenilefrina tiene mayor efecto constrictor
(50 %) en los rifiones de ratas hipertensas a flujo de 10 mli/min comparado con
ratas normales (grafica 9).

Por otro lado vemos que el efecto del flujo desplazando la curva dosis-
respuesta a fenilefrina se ve casi perdido en las ratas hipertensas ( Grafica 10).
Esto hablaria de una disminucién en la produccién de ON como ha sido sugerido
por varios autores . El bloqueador de ON, el L-NAME, no produjo ningtin efecto
en el cambio de flujo. La presion de perfusion no cambi6. Esto se debe a que
como se demostré anteriormente, provoca constriccion en el rindn normal. Los
rinones de ratas hipertensas tienen ya vasoconstriccion y no se ve efecto de L.-
NAME (Grafica 11).

Este efecto se revertio por la adicion de L-arginina, sugiriendo que las
alteraciones son secundarias a un déficit en el sustrato, induciendo la inhibicion
crénica de la SNO, debido a las alteraciones morfoldégicas producidas por un
incremento cronico en la presion sanguinea. Estos datos sugieren que las
alteraciones funcionales producidas predominan como los factores patogénicos

en este modelo de hipertension .
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CONCLUSIONES

1.- El flujo sanguineo modula la respuesta a agentes presores adrenérgicos como
la fenilefrina.

2.- Esta modulacion es producida por la induccion de la liberacion de NO.

3.- El mecanismo de accion del flujo esta mediado por la activacion de canales
ionicos activados por estiramiento.

4.- La hipertension provoca la pérdida del mecanismo de regulacidn del tono
vascular renal ejercido por el flujo sanguineo.

6.- La vasoconstriccion observada en la hipertension es provocada al menos
parcialmente por una disminucion en la liberacion de NO.

6.- E!l flujo sanguineo tiene un papel regulador del tono vascular renal y tal vez en
general. Puede ser un factor determinante en la patologia hipertensiva no
solamente por la regulacion de la produccion de NO, sino posiblemente la
modulacién de la liberacion y produccion de otros factores tanto constrictores

como dilatadores.
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