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RESUMEN

Durante el desarrollo de la hipertrofia cardiaca existen diversos cambios en la
expresion de proteinas de la matriz extracelular y en la produccién de enzimas
gue intervienen en su degradacion. Se estudiaron los cambios en las
gelatinasas MMP-2 y MMP-9 durante el desarrollo de la hipertrofia cardiaca
asociada con hipertension en ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Se
obtuvieron corazones de ratas WKY y SHR de 1, 3 y 6 meses de edad.
Evaluandose el contenido de MMP-2 y MMP-9 mediante zimografia utilizando
electroforesis en geles de poliacrilamida co-polimerizados con gelatina. Las
ratas SHR presentaron hipertension desde el tercer mes e hipertrofia cardiaca
al sexto mes. La mayor concentracion de MMP-2 en auriculas y ventriculos se
encontré al primer mes relacionandose con un rapido crecimiento cardiaco y
alta remodelacion tisular al inicio de la vida postnatal. Al primer mes se observé
una mayor activacion de la MMP-2 en auriculas y aorta de las ratas SHR
comparadas con las WKY. La concentracion de MMP-9 fue mayor
transitoriamente en los ventriculos de las ratas WKY de 1 mes y practicamente
desaparece al sexto, mientras que en las SHR la concentracion de MMP-9 en
ellos fue muy baja del primero al sexto mes. El desarrollo de hipertrofia
cardiaca en las ratas SHR fue precedido de un aumento en la activacién de
MMP-2 y una baja en la produccion de MMP-9 en diferentes zonas del
corazon, lo que sugiere la participacion de estas enzimas en eventos que

conducen a hipertension e hipertrofia cardiaca.



ABSTRACT

During the development of cardiac hypertrophy diverse changes occur in the
expression of extracellular matrix proteins and in the production of enzymes
that take part in their degradation. Changes in gelatinases MMP-2 and MMP-9
were studied during the development of cardiac hypertrophy associated with
hypertension in spontaneously hypertensive rats (SHR). There were obtained
hearts of rats WKY and SHR of 1, 3 and 6 months of age. The content of MMP-
2 and MMP-9 were evaluated by zymography using gelatin copolymerized
SDS-polyacrilamide gel electrophoresis. SHR rats presented hypertension
since the third month and cardiac hypertrophy at sixth month. The higher
concentration of MMP-2 in auricles and ventricles was found on first month
being related with fast cardiac growth and high tissular remodeling at the
beginning of postnatal life. At the first month a major activation of the MMP-2
was observed in auricles and aorta of SHR rats compared with WKY. The
concentration of MMP-9 was transitorily higher in ventricles of WKY rats of 1
month and practically almost disappear on sixth month, whereas in ventricles of
SHR the concentration of MMP-9 was very low from the first to the sixth month.
The development of cardiac hypertrophy in SHR rats was preceded of an
increase in MMP-2 activation and diminished production of MMP-9 in different
areas of the heart, which suggests the participation of these enzymes in some

events that lead to hypertension and cardiac hypertrophy.



INTRODUCCION

En México existen mas de 15 millones de personas con hipertension arterial
(comunicado de prensa SSA No. 181, 2004), siendo ésta una enfermedad
sistémica y un factor de riesgo para el desarrollo de mdultiples enfermedades
cardiovasculares, entre ellas la ateroesclerosis, infarto al miocardio, isquemia
cerebral, aneurismas e hipertrofia cardiaca (Bashey vy col., 1989; Cowie y col.,
1997; Peterson y Li, 2002).

La hipertrofia cardiaca es resultado de la respuesta compensadora del miocardio
al aumento de trabajo y puede ser fisioldgica o patologica. Cuando se presenta un
aumento de demanda se ponen en marcha una serie de mecanismos
compensadores que llevan a ella. La hiperfuncion miocardica induce un aumento
del tamafio de los cardiocitos y subsecuentemente de la masa y el tamafo del
corazon; el diametro de los miocitos cardiacos puede aumentar desde 15 a 25 um
0 mas, lo que ocasiona la disminucion de la densidad capilar, esto contribuye a la
insuficiencia cardiaca. Con la prolongada sobrecarga hemodinamica se altera el
patrén de expresion de sintesis de proteinas a uno analogo al que se observa en
el desarrollo cardiaco fetal. Asi, el acoplamiento de excitacibn-contraccion y la
utilizacion de energia pueden estar significativamente alteradas por la produccion
de diferentes isoformas de las proteinas relacionadas con los elementos
contrictiles, que pueden ser menos funcionales que lo normal o bien estar
reducidas o aumentadas en cantidad (Kedes, 1994). Esta condicion puede
contribuir a la insuficiencia cardiaca que junto con el aumento en la carga
hemodindmica conducen al agravamiento de la enfermedad y la falla cardiaca
congestiva, misma que sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en el mundo. La insuficiencia cardiaca congestiva se debe a la
incapacidad de las cdmaras del corazon para expandirse lo suficiente durante la

diastole y acomodar un volumen sanguineo ventricular adecuado.



La hipertrofia cardiaca se debe en parte a alteraciones en la remodelacion tisular,
la que abarca la sintesis y degradacion de matriz extracelular (MEC). Se
presentan dos mecanismos de acumulacion de la MEC; el primero se relaciona
con la oxidacién y acumulacion de matriz oxidada entre el endotelio y los miocitos,

en el segundo los fibroblastos cardiacos regulan los niveles de MEC.

PAPEL DE LA ANGIOTENSINA Il EN LA HIPERTROFIA CARDIACA.

La hipertrofia cardiaca se desarrolla como resultado de la influencia de fuerzas
mecanicas, factores hormonales locales (péptidos vasoactivos, catecolaminas)
citocinas y factores de crecimiento, los cuales conducen a un aumento en la
sintesis de proteinas y el crecimiento celular, resultante de la activacion de una
cascada de sefiales bioquimicas intracelulares (Rouet-Benzineb y col., 2000). El
estrés mecanico causado por el aumento en la presion hidrodinamica induce la
activacion de cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK, extracellular
regulated kinase), reprogramando la expresion de genes y conduciendo a la

hipertrofia de los cardiomiocitos en cultivo.

El sistema renina-angiotensina (RAS) es activado por la presidon hemodindmica
alta y diversas evidencias indican que la angiotensina Il activa de manera
temprana la expresion de los genes que conducen a la hipertrofia de los
cardiomiocitos y contribuye a la modulacién de la matriz extracelular por la via de

su receptor de subtipo 1 (AT,).

El bloqueo del receptor AT, de la angiotensina Il atenua significativamente todos
los eventos inducidos por el estrés mecanico en cardiomiocitos en cultivo, también
revierte la hipertrofia cardiaca y previene el dafio cardiaco (Zou y col., 2004), La
angiotensina Il no solo aumenta el estrés hemodindmico en las paredes de los
vasos mediante la constriccion, sino que también estimula la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO), mediante la activaciéon de la NAD(P)H

oxidasa vascular (Luchtefeld y col., 2005)



MATRIZ EXTRACELULAR.

La MEC esta compuesta por una mezcla de proteinas y polisacaridos, que
ademas de proporcionar una malla de sostén a los tejidos, regula las propiedades
caracteristicas de las células de acuerdo al tejido al que pertenecen. Los
materiales que la constituyen corresponden a un namero relativamente pequefio
de familias de proteinas, encontrdndose entre ellas: diversas formas de fibras
elasticas, colagenas, laminina, fibronectina, proteoglicanos y diversas
glicoproteinas. Estas macromoléculas son de gran importancia para los procesos

de desarrollo y morfogénesis.

MATRIZ EXTRACELULAR DEL CORAZON.

Los componentes de la matriz del tejido conectivo se distribuyen alrededor de los
vasos y los miocitos en el miocardio. La matriz extracelular del miocardio esta
formada por colagena, laminina, fibronectina y condroitin sulfato, siendo las
colagenas |, lll y IV las predominantes, pero la primera es la mas abundante. La
colagena es importante en el mantenimiento del soporte de la arquitectura

miocardica y en la transmision de la fuerza contrdctil.

Los fibroblastos juegan un papel importante en la sintesis de los diversos
componentes de la matriz extracelular cardiaca, asi como de las enzimas que la
remodelan. ElI comportamiento y funcién de los fibroblastos son determinantes
criticos de los cambios estructurales asociados con la remodelacion en el
miocardio. La acumulacion anormal de proteinas de la MEC en el intersticio, esta
asociada con el desarrollo de la hipertrofia cardiaca patolégica. Estos cambios
estructurales en la MEC del miocardio conducen a alteraciones en las
propiedades fisicas del tejido cardiaco y puede contribuir potencialmente a la
alteracion de la funcion ventricular y al desarrollo de la falla cardiaca (Kimy col.,
1999; Manabe y col., 2002).



METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.

Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPSs) o matricinas son una familia
de endoproteinasas neutras, responsables de la degradacion de la matriz
extracelular que desempefian un papel central en diversos procesos fisioldgicos,
como la morfogénesis, angiogénesis e inflamacién (Nagase y Visse., 2006); son
reguladas a nivel de transcripcion, traduccion, activacion de zimégenos e
interaccién con componentes especificos de la matriz extracelular. Asimismo, por
la inhibicion diferencial mediante sus principales inhibidores endégenos, los
inhibidores tisulares de metaloproteinasas o TIMPs. Se han observado
alteraciones en los niveles de metaloproteinasas en enfermedades como la artritis
reumatoide, metastasis e invasion tumoral, fibrosis pulmonar, enfisema,
neuroinflamacion, diabetes, hipertrofia cardiaca, aneurismas y nefritis, entre otras
(Crawford y Matrisian, 1994; Malay y col., 2003; Nagase y Visse., 2006).

Las MMPs comparten diferentes dominios (figura 1), entre los que se encuentran
(Matrisian, 1992., Tzong- Luen y col., 2004):

a. Un dominio propeptidico, responsable de la falta de actividad de las
proenzimas, en el existe un residuo de cisteina que forma un enlace
coordinado con el Zn** presente en el dominio catalitico y enmascara de

esta manera el sitio activo de las proenzimas o zimégenos.

b. El dominio catalitico, esencial para la actividad enzimatica y que contiene el

sitio de unién a Zn*'y a Ca?".

c. Una secuencia rica en prolina que funciona como bisagra.

d. Un dominio tipo hemopexina, frecuentemente localizado en la porcion

carboxilo terminal



Hasta ahora han sido clonadas y caracterizadas 20 metaloproteinasas que fueron
clasificadas de acuerdo a la similitud de sus estructuras y su afinidad a los
sustratos, en cinco grupos, entre ellos: las colagenasas (MMP-1 y MMP-8), porque
degradan las colagenas tipo | y IlI); las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) porque son
particularmente eficientes en la degradacion de gelatina, colagenas IV y V vy
elastina; las estromelisinas (MMP- 3 y MMP-10) que acttan sobre proteoglicanos,
fibronectinas, laminina y colagenas; las MMPs tipo membrana (MT1-MMP a MT6-
MMP), que se asocian a la membrana y juegan un importante papel en la
tubulogénesis endotelial y la neovascularizacion; y por ultimo un subgrupo diverso
(MMP-7, MMP-12, MMP-19 y MMP20) (Vise y Nagase. 2003).
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Fig 1. Estructura de las metaloproteinasas: (S) péptido sefial; (Pro) propéptido;
(Cat) dominio catalitico; (Zn) sitio de unién a zinc; (Fn) dominio tipo Il de
fibronectina; (Hpx) dominio de hemopexina; (Ca) calcio; (Ig) dominio de
immunoglobulina ; (I) dominio transmembrana tipo I; (Cp) dominio citoplasmatico;
(G) ancla de glicosilfosfatidilinositol; (Il) dominio de transmembrana tipo II; (V)

vitronectina (tomada de Visse y Nagase., 2003).



REGULACION DE LAS METALOPROTEINASAS.

Las MMPs son reguladas a nivel transcripcional (figura 2) por hormonas, factores
de crecimiento, citocinas, interaccion entre células y con la matriz extracelular.
Como muchas de ellas son secretadas en forma de precursores no activos, su
actividad se regula mediante su activacion (figura 2) y pueden ser activadas por
proteinasas o in vitro por agentes quimicos, como el acetato 4-aminofenilmercurico
y especies reactivas de oxigeno. In vivo se ha encontrado que el éxido nitrico (NO)
es activador de la MMP- 9 durante la isquemia cerebral porque reacciona con el
grupo tiol formando un derivado S-nitrosilado, por lo que el atomo de Zn** es

liberado y se permite el acceso del sustrato al sitio activo (Gu y col., 2002).

La activacion de MMPs mediante la plasmina es un mecanismo importante in vivo.
La plasmina se genera a partir del plasmindgeno por las enzimas activadoras del
plasmindégeno, tipos uroquinasa y tisular. Una vez unida a la membrana la
uroquinasa, transforma al plasminégeno en plasmina y ésta activa a los
zimogenos de las MMPs, conduciendo a la remodelacion de la MEC. En el caso
de la activacion intracelular como ocurre con el precursor de MMP-11, la
activacion es mediada por furina (Vise y Nagase, 2003., Lemaitre y D"Armiento.,
2006).

INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEINASAS.

Las formas activas de las MMPs son inhibidas principalmente por los TIMPs, de
los que se conocen 4 tipos (figura 2). EI TIMP- 1 es una glicoproteina de 28.5 kDa,
sintetizada por células del tejido conectivo como fibroblastos y macrofagos. El
TIMP-2 es una proteina glicosilada de 23 kDa. Otros dos tipos de inhibidores son
los pequeiios inhibidores de metaloproteinasas (IMPs) y los grandes inhibidores
de metaloproteinasas. Los IMPs tienden a ser mas pequefios que los TIMPs. La
masa molecular de IMP-1 es de 26 kDa, IMP-2 es de 21 kDa e IMP-3 es de
18kDa. Los grandes inhibidores estan formados de TIMP-2 y progelatinasa A. Este



complejo inhibe colagenasas, gelatinasa A y estromelisinas, lo que indica que el
sitio inhibitorio de la molécula de TIMP-2 estd expuesto en él. Los TIMPs son
importantes en el control de numerosos procesos fisiologicos. Estos incluyen
angiogénesis, implantacion del trofoblasto, invasion de células tumorales y
reparacion de heridas, etc. (Malay y col., 2003). Sin embargo el TIMP-4 es el mas

abundante de los TIMPs en el corazén (Hunty col., 2002)
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Fig. 2 Mecanismos de activacion y regulacion de las metaloproteinasas
(Modificado de Donelly y col., 2003)



ANTECEDENTES

Las ratas espontaneamente hipertensas (SHR) constituyen un modelo de
hipertension con una base genética que tiene un gran parecido con aquella que
se desarrolla en los humanos. Ademas permite el estudio de los mecanismos
biolégicos relacionados con el desarrollo de la hipertrofia, falla cardiaca y
alteraciones vasculares durante la hipertensién. Muchos de los individuos de esta
cepa desarrollan hipertension a edades tempranas, detectdndose desde la
semana 6 de edad, esta sigue elevandose progresivamente hasta alcanzar el nivel
mas alto alrededor de la vigésima semana y se mantiene estable posteriormente
(Uyehara y Gellai, 1993) La hipertrofia cardiaca se desarrolla entre la novena y
doceava semana de edad (Shimamoto y col.,, 1982). Ambas condiciones se
asocian y son precedidas por el aumento en el estrés oxidativo y alteraciones en
el metabolismo energético en el corazén (Blasig y col., 1995; Eaton y col., 1999;
Veronneau y col., 2002; Bendendour y col., 2003). El aumento en la produccion
del anién superéxido se ha detectado desde la cuarta semana de edad y se ha
atribuido a la oxido nitrico sintasa constitutiva (CNOS) y a la estimulaciéon de la
NAD(P)H oxidasa por la angiotensina Il (Cosentino y col., 1998; Mcintyre y col.,
1999; Zalba y col., 2001 y Reckelhoff , 2003). Como consecuencia del incremento
en las especies reactivas de oxigeno, se encuentran aumentados los productos de
lipoperoxidacibn como el 4-hidroxinonenal (HNE); estos modifican
postraduccionalmente a diversas proteinas incluyendo enzimas del ciclo de Krebs
(Humphries y Szweda 1998; Humphries y col., 1998, Bendendour y col., 2003) y
de la cadena de transporte de electrones (lde y col., 1999; Chen y col., 2001;
Sadek y col.,, 2002), lo que conduce a fallas en el metabolismo energético y
disfuncion mitocondrial (Humphries y Szweda, 1998; Humphries y col., 1998). Por
lo que se ocasiona en el corazon un disturbio en el ritmo y contracciones del
miocardio (Chen y col., 2001, Lucas y Szweda, 1999), conduciendo a respuestas
adaptativas o apoptoticas (Eaton y col., 1999; Uchida y col., 1999; Uchida, 2000;
Leonarduzzi y col., 2000).
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Como parte del desarrollo de la hipertrofia cardiaca hay cambios en la
remodelacion de la matriz extracelular, acumulandose ésta en el corazdn
hipertrofiado. Alrededor de la semana 32 el contenido de colagena tipo | y elastina
en la membrana basal del endotelio de los capilares aumenta, acumulandose la
matriz oxidada entre el endotelio y los miocitos, ademas hay una glicosilaciéon
anormal de la colagena. La mayor rigidez de los tejidos disminuye la fuerza ténsil
del corazon; alterandose las propiedades contractiles de este 6rgano (Tyagi y
Hayden, 2003). Cuando la hipertrofia ya esta establecida, lejos de lo que podria
esperarse, hay también un incremento en la produccion de algunas enzimas que
intervienen en la degradacion de la MEC, asi como cambios en la concentracion

de sus inhibidores end6genos, los TIMPs (Mujundar y col., 2001).

En el corazén hipertrofiado de ratas SHR se ha encontrado un aumento de la
produccion de MMPs y del TIMP-4, predominando la accion inhibitoria de este
altimo, sin embargo con la evolucién de la falla cardiaca congestiva disminuye la
produccion de TIMP-4 y aumenta la de estas enzimas (Mujumbar y Tyagi, 1999;
Mujumdar y col., 2001). Adicionalmente, las ERO aumentan la actividad de las
metaloproteasas, especialmente la MMP-2 y MMP-9 a través de diferentes
mecanismos (Siwik y Colucci, 2004; Grote, 2003). Sin embargo, los cambios en la
actividad de MMPs durante el desarrollo de la hipertension y la hipertrofia
cardiaca, en los primeros meses de vida de las ratas SHR, no han sido estudiados
y como se menciond antes, el estrés oxidativo aumenta en el corazén en ellas aun

antes de que la hipertension aparezca.
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HIPOTESIS

La expresion y activacion de la MMP 9 y MMP 2 en el corazon de las ratas SHR
se altera de manera paralela al desarrollo de la hipertensién y de la hipertrofia
cardiaca, ya que antes de estos procesos, se han detectado: aumento en el estrés

oxidativo y en la actividad de la angiotensina .
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar el nivel de las proenzimas y enzimas activas de las gelatinasas (MMP-

2 y MMP-9) durante el desarrollo de la hipertension e hipertrofia cardiaca en

ratas espontdneamente hipertensas.

2. OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar los cambios morfoldgicos (tamafio, peso) de diferentes zonas del

corazéon en diferentes etapas de la hipertension arterial.
e Analizar los tipos y concentracion de gelatinasas en distintas zonas del

corazén de ratas WKY y SHR a las edades de 1, 3 y 6 meses por

zimografia en gelatina.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 ratas de las cuales 15 fueron de la cepa WKY y 15 SHR, que se
agruparon de la siguiente manera 1) SHR de 1 mes; 2) SHR de 3 meses; 3)SHR
de 6 meses ; 4)WKY de 1 mes; 5) WKY de 3 meses y 6) WKY de 6 meses.Las
cuales fueron mantenidas en un cuarto a una temperatura entre 23- 26 °C, con un
fotoperiodo de 12 horas luz-12 horas oscuridad y con libre acceso a la comida
estandar y agua.

Las ratas WKY fueron usadas para determinar los cambios de la concentracion de

metaloproteinasas en ausencia de la hipertension e hipertrofia.

VALORACION DE LA PRESION ARTERIAL

Para determinar la presencia de hipertensién se utilizd un medidor de presion
automatico LE 5007, ( LSi, LETICA scientific Instruments)se pusieron las ratas en
inmovilizadores de acrilico, dejando libre la cola para asi colocarles un
manometro, posteriormente se introdujeron a un ambientador y registrador LE
565016, a una temperatura de 37° C para que las ratas se relajaran, y se dilataran
los vasos y asi poder medir la presion; los valores fueron determinados con el
software Chart 4 para Windows.

Se considero que las ratas SHR que presentaron una presion sistolica superior a

150 mm Hg eran hipertensas.

PREPARACION DE LOS TEJIDOS:

Los animales fueron anestesiados con 50 mg/Kg de pentobarbital sodico
intraperitonealmente, se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con PBS
cortando la aorta, posteriormente se obtuvieron los corazones, se enjuagaron con
PBS y limpiaron de tejidos externos, separando la porcion de arterias del resto del
corazén. Los ventriculos, auriculas y aorta se pesaron, fragmentaron y se

extrajeron por 24 h a 4 °C en salina amortiguada con fosfatos
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(PBS) conteniendo Triton X-100 al 0.1%, empleando una parte de tejido por 19
partes de amortiguador para los ventriculos izquierdo (V1) y derecho (VD) y las
auriculas (Au); pero en aorta se utilizé una parte por 49 partes de PBS debido a la
pequefia cantidad de muestra que se tomd. Posteriormente se centrifugaron a 4
192 g, el sobrenadante constituyd la fraccion soluble en Triton X-100 y el
sedimento a la fraccion insoluble en €l, ambas se mezclaron por separado con
amortiguador de muestra para electroforesis agitando en un vértex durante 15
segundos 5 veces por intervalos de 15 segundos de descanso, las muestras se
centrifugaron a 8 793 g en una centrifuga Eppendorff, se recuperaron los
sobrenadantes y se congelaron a -70 °C hasta su uso (menos de 2 semanas), se
determinaron proteinas por el método de Bradford realizando una curva de
referencia con albumina sérica de bovino (BSA) conteniendo una cantidad de
Triton X-100 equivalente al presente en las alicuotas del extracto en este
detergente, mientras que en la fraccion insoluble en el mismo las proteinas se
evaluaron después de resuspenderlo en NaOH 1 N. La cantidad de Tritén
presente aunque aumento el color basal permitié la determinacion adecuada de

las proteinas.

ZIMOGRAFIA PARA GELATINASAS:

Las muestras se separaron por electroforesis en condiciones no reductoras en
geles de poliacrilamida al 10% SDS conteniendo 1 mg/ml de gelatina de piel de
porcino (G2625; Sigma Chemical Co. St.Louis, Mo). La electroforesis se corri6 a 4°
C, aplicando 15 mA/gel durante dos horas. Posteriormente los geles se lavaron
dos veces por 30 minutos a 37° C en Triton X-100 al 2.5% (v/v) para remover el
SDS; la actividad enzimatica se reveld incubando durante 48 horas a 37 °C en
amortiguador revelador (50 mM Tris HCI pH 7.5 conteniendo 10 mM CaCl,, 150
mM de NaCl y 0.5% Triton X-100), simultAdneamente se corrieron estandares de

peso molecular de referencia. Después se tifieron con azul de Coomassie R-250 al
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0.5%, las proteinas que degradan gelatina fueron identificadas como zonas
blancas de lisis en un fondo azul.

Activacion de las gelatinasas con APMA.

Se empled acetato n-aminofenilmercurico (APMA) (Nagase y col., 1997). Para ello
se preparo6 en fresco una solucion de APMA 10 mM en etanol al 20%, se agrego a
las muestras del ventriculo izquierdo en amortiguador de Tris-HCI 50 mM pH de
7.5 conteniendo CaCl, 1 mM, para dar una concentracion final de APMA de 1 mM.
La mezcla se incub6 a 37°C en un periodo de 00:00 a 02:00 horas.

ANALISIS DENSITOMETRICO:

Los zimogramas fueron captados en un analizador de geles de Alpha Innotech
Corporation con un gabinete Multi-lmage™ vy la zona de actividad enzimatica fue
valorada por densitometria, usando el software del aparato (alpha-lImager 2000).
La cantidad de enzima fue expresada en unidades arbitrarias (AU) proporcionadas
automaticamente por el mismo (Kleiner y Stetler-Stevenson, 1994).

ANALISIS ESTADISTICO:

Se les realiz6 a los datos la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov siendo
esta (p > 0.050) por lo que se decidio realizar una ANOVA para comparar si las
condiciones experimentales presentan diferencias significativas, seguida de la

prueba de comparaciones multiples de Tukey, empleando el programa Sigma Stat.
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RESULTADOS

PRESION SANGUINEA.

Al primer mes ambas cepas de rata WKY y SHR tuvieron la misma presion arterial,
al tercer mes las ratas SHR presentaron una aumento de la presion sanguinea,
alcanzando un valor de 157.58 + 4.93 mm Hg, mientras que en las Wistar-Kioto
de la misma edad fue de 101. 46 + 10.64 mm Hg; para el sexto mes en las ratas
SHR la presion arterial continué aumentando hasta 203.3 £14.5 mm Hg, mientras
que en las WKY no aumento la presion a los 6 meses (114+3.0 mm Hg) en

relacion a la que presentaron a los 3 meses (figura 3).

250

200

150 A

mm Hg
_|

100 -

50 H

SHR 3 m WKI 3 m SHR 6 m WKI 6m

Figura 3. Aumento de la presidon sanguinea en las ratas SHR en relacion a la
edad. Se observo hipertension en las ratas SHR a los 3y 6 meses. Al primer

mes no hubo diferencias en la presion entre las ratas WKY y las SHR. Se

presenta la mediay desviacion estandar (X + o) de 3 determinaciones.
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CAMBIOS EN EL PESO CARDIACO.

Los pesos de los organismos fueron similares en ambas cepas de rata en el
primero y tercer mes, sin embargo al sexto mes se observo que las ratas WKY
pesan un 20% mas que las SHR (tabla 1). El peso cardiaco aumento con la edad,
siendo al menos 3 veces mayor en el tercer mes con relacién al primero en ambos
grupos. Para el sexto mes sigui®6 aumentando pero en una menor proporcion, a
esta edad el peso cardiaco en las ratas SHR fue mayor en un 15 % que el de las
WKY, como las primeras crecieron menos, la relacion peso cardiaco/peso corporal
fue mayor en un 29 % en ellas con respecto a la de las ratas WKY, siendo ésta
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05, tabla 1). Es de sefialarse que al
primer mes tanto el peso cardiaco como su proporcién con el peso corporal son

mayores en las ratas WKY que en las SHR (p < 0.05, tabla 1).

TABLA 1: COMPARACION DE LOS PESOS CARDIACOS ENTRE LAS RATAS
WKY Y SHR

CEPA/ PESO PESO PESO CARDIACO/
EDAD CORPORAL | CARDIACO | PESO CORPORAL
(MESES) (@) @) (mg/g)
WKY /1 | 77.3+4.2 | 0.45+0.04 6+0.6
WKY /3 |296.4+33.2| 1.4+0.05 5+0.45
WKY/6 |370.2+21.3| 1.4+0.23 4+0.85

SHR/ 1 67.745.1 | 0.314+0.02 4.7+0.14*

SHR/3 |259.6+21.9| 1.16+0.2 4.5+0.5

SHR/ 6 296.3+32 | 1.64+0.15 5.6x1*

Se presenta la X = o de 3 determinaciones, * p0.05 con relacion a las ratas
WKY de la misma edad.
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En cuanto a los pesos por area se observo que el ventriculo derecho en las ratas

WKY alcanz6 un maximo a los 3 meses, mientras que en las SHR sigue

aumentado de peso llegando a ser mayor en las ratas SHR de 6 meses con

respecto a las WKY. Los ventriculos izquierdos alcanzan a los seis meses un peso

similar en ambos tipos de rata (tabla 2).

TABLA 2. PESOS DE DISTINTAS ZONAS CARDIACAS DE RATAS SHR Y
WKY A DIFERENTES EDADES.

PESO DE
CEPA/EDAD PESO DE LA
ZONA ZONA/PESO
(meses) ZONA (9)
CORPORAL (mg/qg)
WKY/1 0.16+0.007 2+0.2
WKY/3 0.35+0.17 1.2+0.7
Ventriculo WKY/6 0.36+0.09 1+0.2
derecho SHR/1 0.095+ 0.04 1.4+0.6
SHR/3 0.28+0.07 1+0.3
SHR/6 0.5+0.08* 1.7+0.4
WKY/1 0.24+0.03 3+0.4
WKY/3 0.72+0.09 2.4+0.5
Ventriculo WKY/6 0.95+0.05 2.8+0.4
izquierdo SHR/1 0.25+0.05 3.6+0.43
SHR/3 0.8+0.12 3+0.5
SHR/6 0.9+0.03 3.2+0.4
WKY/1 0.04+0.005 0.5+0.08
WKY/3 0.12+0.06 0.4+0.15
) WKY/6 0.11+0.031 0.3+0.07
Auriculas
SHR/1 0.03+0.004 0.5+0.04
SHR/3 0.075+0.02 0.3+0.1
SHR/6 0.14+0.08 0.5+0.3

VD, Ventriculo derecho, VI, ventriculo izquierdo, AU, auriculas.
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CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE GELATINASAS CON LA EDAD EN
RATAS SHR Y WKY.

Se detectaron en los zimogramas de las fracciones soluble e insoluble en Tritdn X-
100 bandas de actividad con pesos de 72, 68 Y 59 kDa, las dos ultimas
corresponden a la pro-MMP-2 y la MMP-2 y una banda de 92 kDa correspondiente
a la MMP-9, asi como una banda de bajo peso molecular de menos de 29 kDa,
solo esta Ultima no se inhibe con EDTA (figuras 4-10). Las bandas

correspondientes a la MMP-2 siempre fueron mas intensas que la de la MMP-9.

La expresion de MMP-2 cambia significativamente en el ventriculo derecho (P <
0.05), ventriculo izquierdo (P< 0.05) y auricula( P < 0.001); en relacion con la
edad; ya que tanto en el grupo control como en las ratas SHR se encontré una
mayor cantidad de MMP-2 en los ventriculos y auriculas al mes de edad y una
disminucién estadisticamente significativa a los 3 meses, manteniéndose
relativamente constante entre los 3 y 6 meses, este comportamiento se observo
en ambas fracciones, aunque la enzima se encuentra en mayor cantidad en la
fraccion soluble en Tritdn X-100. Por su parte, la MMP-9 también fue observada en
mayor cantidad en los ventriculos y auriculas de ratas WKY de un mes de edad y
disminuye, casi desapareciendo, al tercero. En primer mes se observé en los
ventriculos en una proporcién similar en ambas fracciones, sin embargo, a los 3 y
6 meses y en las auriculas de todas las edades, se encontrd principalmente en la
fraccion insoluble en Triton X-100, lo cual sugiere que la enzima esta mas
fuertemente unida a la matriz extracelular, y solo con la accién de un detergente

aniénico como el SDS se puede extraer mejor (figura 4-B).
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DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE LA GELATINASAS ENTRE LAS RATAS
SHR Y WKY.

En las ratas SHR los cambios en la MMP-2 entre 1 y 6 meses de edad fueron
similares a los observados en las WKY, excepto que la caida en la cantidad de la
enzima en los ventriculos al tercer mes fue mayor. El patron de expresion de la
MMP-9 fue aun mas afectado en las ratas SHR, siendo su cantidad menor en sus
ventriculos y auriculas a 1 y 3 meses de edad en relacion a las ratas WKY (figuras
4-7).

A.FRACCION SOLUBLE EN TRITON X-100 B. FRACCION INSOLUBLE EN TRITON X-100

205 kDa

116 kDa
97 kDa
66 kDa

45 kDa

29 kDa

PM SHR WKY SHR WKY

JIS SHR WKY

() PM

SHR WKY
Y Y Y Y Y Y
ler mes 3er mes 6to mes ler mes 3er mes 6to mes

SHR WKY

. A « ¢ ASHR ~ WKY,

Figura 4. Deteccion de gelatinasas por zimografia en el ventriculo derecho de
ratas SHR. Se realizaron geles de poliacrilamida—SDS al 10%,
copolimerizados con gelatina de la fraccion soluble (A) e insoluble (B) en
Tritbn X100 del ventriculo derecho. Simultaneamente se procesaron
estandares de peso molecular (PM). Se presenta un zimograma

representativo de al menos 3 experimentos.
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VENTRICULOS

En los ventriculos derecho e izquierdo se observéd una diferencia en la expresiéon
de las bandas gelatinoliticas en WKY y SHR, ya que la MMP-2 cae hacia el tercer
y sexto mes de edad en ambos grupos de ratas; pero se detecta una mayor
cantidad de enzima en la WKY de 3 meses que en la SHR de la misma edad, de la
misma manera se observa una mayor abundancia de la MMP-9 en las ratas WKY
de 1 mes con respecto a las SHR de la misma edad.

FRACCION SOLUBLE EN TRITON X-100

205 kDa

116 kDa
97 kDa

MMP-9

66 kDa PRO-MMP-2
MMP-2

45 kDa

29 kDa

ENZIMA NO
IDENTIFICADA

PM SHR  WKY, (SHR  WKY, (SHR WKY ,
Y Y Y

ler mes 3er mes 6to mes

Figura 5. Deteccion de gelatinasas por zimografia en el ventriculo izquierdo
de ratas SHR. Se realizaron geles de poliacrilamida—SDS al 10%,
copolimerizados con gelatina de la fraccion soluble en Tritbn X100 del
ventriculo izquierdo. Simultaneamente se procesaron estandares de peso
molecular (PM). Se presenta un zimograma representativo de al menos 3

experimentos.
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AURICULAS

A diferencia de los ventriculos, en las auriculas hay muy poca MMP-9, por otro
lado se observé una mayor proporcion de MMP-2 activa en las auriculas de ratas
SHR de un mes respecto a las WKY de la misma edad. Aqui a diferencia de los

ventriculos, la enzima de bajo peso es méas abundante en las SHR de 1y 3 meses

205 kDa
116 kDa
97 kDa MMP-9
66 kDa PRO-MMP-2
MMP-2
45 kDa
29 kDa
ENZIMA NO

IDENTIFICADA

PM SHR WKY SHR WKY SHR  WKY
. J . J . J
Y Y Y
ler mes 3er mes 6to mes

Figura 6. Deteccion de gelatinasas por zimografia en las auriculas de ratas
SHR. Se realizaron geles de poliacrilamida—SDS al 10%, copolimerizados con
gelatina de la fraccion soluble en Tritobn X100 de las auriculas.
Simultaneamente se procesaron estandares de peso molecular (PM). Se

presenta un zimograma representativo de al menos 3 experimentos.
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EXPRESION DE GELATINASA EN LA AORTA.

Se encontré siempre una mayor cantidad de MMP-2 en aorta que en ventriculo
derecho e izquierdo y auriculas, en ellas se observé una disminucion del primer al
tercer mes y un aumento en el sexto mes sobrepasando el contenido de la enzima
presente en el primer mes, sin embargo esto no fue estadisticamente significante
cuando se compararon los valores obtenidos por densitometria. La proporcion de
MMP-2 activa es mayor en las ratas SHR de 1 y 6 meses en relacion a la
presentada por las WKY de edades similares. En las ratas SHR de 3 meses la
cantidad de la MMP-2 fue cualitativamente menor con respecto a las WKY de la
misma edad (figura 7). Practicamente no se detecto la presencia de la MMP-9. El
patron zimogréfico y los cambios de las gelatinasas asociados con la hipertensién
que se presentaron en la aorta fueron mas parecidos a los que se presentaron en

las auriculas que aquellos de los ventriculos.

205 kDa

116 kDa
97 kDa
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MMP-2
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PM SHR WKY , SHR WKY, (SHR WKY
Y Y Y
ler mes 3er mes 6to mes

Figura 7. Deteccion de gelatinasas por zimografia en las aortas de ratas SHR.
La cantidad de MMP-2 activa al primer y sexto mes de edad es mayor en
SHR. En este caso al igual que en la aorta la proteasa de bajo peso molecular
también se presenta mas en las SHR. Se presenta un zimograma

representativo de al menos 3 experimentos.
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Pro- MMP-2

MMP-2

CARACTERIZACION DE LAS BANDAS GELATINOLITICAS.

Durante la activacion con APMA de extractos del ventriculo izquierdo de rata SHR
de seis meses, la banda de pro-MMP-2 de 68 kDa tendi6 a disminuir de
intensidad, mientras que la de 59 kDa aumentd y surgié una banda de peso
molecular intermedio. La cantidad de MMP-9 fue poca por lo que no pudimos
observar claramente su activacién. Se incubaron los zimogramas en presencia de
EDTA para determinar cuales de las bandad de actividad correspondian a
metalloproteinasas confirmando que las bandas encontradas de 92, 72, 68 y 59
kDa si corresponden a ellas, mientras que la banda menor de 29 kDa no fue

inhibida por lo que no se trata de una metaloproteasa.
A B

INCUBADAS CON EDTA
Sol In Sol In Sol In Sol In

0 30 60 120 minutos SHR WKY SHR WKY SHR WKY

Tiempo de incubacion lermes 3ermes 6to mes

Figura 8. Caracterizacion de las bandas gelatinoliticas. A. Zimogramas de
muestras de ventriculo izquierdo activadas con APMA a diferentes tiempos,
se activaron tanto la fraccion soluble en TRITON X -100 (Sol) como la
fraccion no soluble (In), se observa como resultado de la activacion de la
MMP-2 el enriquecimiento de la banda de 59 kDa. (MMP-2 activa). En B
zimogramas de la fraccion soluble fueron incubadas en presencia de EDTA.
Solo la banda gelatinolitica con peso molecular menor a 29 kDa no fue
inhibida. Se presenta un zimograma representativo de al menos 3

experimentos.
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ANALISIS DENSITOMETRICO.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
valores densitométricos de la expresion de MMP-2 entre los dos grupos de ratas,
pero si existe una diferencia significativa (p<0.05) en relacion a las edades y es
debida a la disminucion de la expresiéon de la MMP-2 en el tercer y sexto mes de

edad tanto en ventriculo derecho, ventriculo izquierdo y auriculas.

VENTRICULO DERECHO
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WKY SHR

Figura 9. Evaluacion densitométrica de la MMP-2 en el ventriculo derecho de
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas Wistar Kioto (WKY). Se
evaluaron densitométricamente las bandas correspondientes al zimoégeno y
la forma activa de MMP-2 de la fraccion soluble en Triton X-100 de muestras
de ratas de 1, 3 y 6 meses (Im, 2m y 3m). El contenido de la enzima se
expresa como porcentaje tomando como 100 % a la enzima presente en las
ratas WKY de 6 meses. Se presenta la X + o de 3 determinaciones, * p<0.05

comparado con las ratas de 1 mes de la misma cepa.
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VENTRICULO IZQUIERDO
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Figura 10. Evaluacion densitométrica de la MMP-2 en el ventriculo lzquierdo
de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas Wistar Kioto (WKY).
Se evaluaron densitométricamente las bandas correspondientes al zimdgeno
y la forma activa de MMP-2 de la fraccion soluble en Triton X-100 de
muestras de ratas de 1, 3y 6 meses (Im, 2m y 3m). El contenido de la enzima
se expresa como porcentaje tomando como 100 % a la enzima presente en
las ratas WKY de 6 meses. Se presenta la X+ o de 3 determinaciones. *

p<0.05 comparado con las ratas de 1 mes de la misma cepa.
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AURICULAS
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Figura 11. Evaluacion densitométrica de la MMP-2 en las auriculas de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas Wistar Kioto (WKY). Se
evaluaron densitométricamente las bandas correspondientes al zimégeno y
la forma activa de MMP-2 de la fraccion soluble en Triton X-100 de muestras
de ratas de 1, 3y 6 meses (Im, 2m y 3m). El contenido de la enzima se
expresa como porcentaje tomando como 100 % a la enzima presente en las
ratas WKY de 6 meses. Se presenta la X + ¢ de 3 determinaciones. * p<0.05

comparado con las ratas de 1 mes de la misma cepa.
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Sin embargo en aorta no se encontré diferencias significativas entre los dos

grupos de ratas ni tampoco en relacion a las distintas edades.

AORTA
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Figura 12. Evaluacion densitométrica de la MMP-2 en la aorta de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas Wistar Kioto (WKY). Se
evaluaron densitométricamente las bandas correspondientes al zimégeno y
la forma activa de MMP-2 de la fraccion soluble en Triton X-100 de muestras
de ratas de 1, 3 y 6 meses (Im, 2m y 3m). El contenido de la enzima se

expresa como porcentaje tomando como 100 % a la enzima presente en las

ratas WKY de 6 meses. Se presenta la X + o de 3 determinaciones.
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DISCUSION

En este trabajo se encontraron variaciones en la expresion de gelatinasas en el
corazén y aorta relacionadas con la edad y con la susceptibilidad genética a
desarrollar hipertension, esto uUltimo en las ratas SHR. Durante el crecimiento
postnatal del corazén se encontré que en los ventriculos y auriculas la
concentracion de MMP-2 fue siempre mayor en el primer mes, cayendo al tercero
y manteniéndose baja en el sexto. Mientras que en la aorta se comporta
practicamente igual en el primer y tercer mes, pero la caida en actividad es menos
pronunciada y al sexto mes su concentracion se eleva de nuevo. Por su parte, la
MMP-9 se expresa principalmente en los ventriculos al primer y tercer mes
disminuyendo al sexto.

El surgimiento de la hipertension arterial se encontré en las ratas SHR desde el
tercer mes de edad, lo que se asocié con hipertrofia cardiaca al sexto mes, siendo
la hipertrofia principalmente en el ventriculo derecho. En las ratas SHR no se
observé la mayor expresion de MMP-9 caracteristica de los ventriculos al primer
mes y se detectdé una mayor proporcidon de MMP-2 activa al primer mes en las
auriculas y al primer y sexto mes en la aorta. Adicionalmente, tanto en las
auriculas como en la aorta es mayor la cantidad de una proteasa menor de 29 kDa

con actividad gelatinolitica insensible a EDTA al primer y tercer mes.

PRESION ARTERIAL

El aumento de la presion arterial al tercer mes en las ratas SHR corrobora las
observaciones hechas por lkeda en 1999 y Sicard y col., en 2006, de que esta
cepa de ratas presentan una persistente hipertensiéon al final del segundo mes de
edad, el aumento en la tension arterial en las ratas SHR se ha asociado con una

mayor actividad de angiotensina Il y con aumento en el estrés oxidativo.
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DESARROLLO DE HIPERTROFIA CARDIACA.

Los cambios en la relacion peso cardiaco/peso corporal de las ratas SHR de 6
meses, nos indica el desarrollo de hipertrofia subsiguiente a la hipertension por lo
tanto como resultado de factores hemodinamicos, a los que se pueden sumar
factores humorales y de regulacion local. Baltatu y col.,(2000) encontraron que la
administracion de angiotensina Il induce alteraciones fisiopatolégicas
cardiovasculares, asociadas con la hipertension, junto con un aumento en la
expresion de colagenas |, lll, IV y fibronectina, en este estudio los niveles de
MRNA de colagena lll fueron considerados como un indicador de una posible

fibrosis.

Acorde con nuestros resultados, en 1979, Pfeffer y col., encontraron que ratas
SHR de 12 a 21 meses de edad, desarrollaron hipertrofia tanto del ventriculo
izquierdo como del derecho. Brilla (2000) menciona que el aumento de peso en
ambos ventriculos en las ratas hipertensas, esta relacionado con un incremento
del porcentaje de colagena, triplicandose en ventriculo izquierdo y
multiplicandose en el ventriculo derecho, lo que puede causar una hipertrofia
bilateral.

Los trabajos sefialados indican que la hipertrofia se asocia con alteraciones en el
recambio y remodelacion de la matriz extracelular relacionados con una mayor
sintesis de sus componentes, los que pueden complementarse con alteraciones
en su degradacion, por lo que el estudio de las variaciones y participacion de
proteasas extracelulares nos llevaran a entender mejor los mecanismos de la
hipertrofia cardiaca.

Por otro lado Aiello y col., (2004) encontraron que las ratas WKY presentan una
hipertrofia intermedia entre las ratas SHR y Wistar de la misma edad, lo que indica
que presentan ya cierta susceptibilidad genética para desarrollar hipertension e
hipertrofia, pero menor que la de las SHR, de ahi que algunos cambios
bioquimicos debidos a este tipo de susceptibilidad pueden no detectarse

facilmente si estudiamos ambas cepas.
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CAMBIOS DE LAS GELATINASAS DURANTE EL CRECIMIENTO Y
DESARROLLO POSNATAL DEL CORAZON Y AORTA.

Durante el crecimiento embrionario la actividad de las MMPs, especialmente la
MMP-2, se asocia con la coordinacion de la organogénesis temprana durante el
cierre ventral del corazon (Linask., 2005). En el feto la masa del miocardio
ventricular incrementa principalmente por la proliferacion celular (hiperplasia),
después del nacimiento el aumento en el nUumero de miocitos continua en la rata
hasta el tercer dia, a partir de ahi, empiezan a observarse cardiomiocitos
binucleares, y el crecimiento cardiaco se debe principalmente a hipertrofia. La
transicion de crecimiento hiperplasico a hipertréfico ocurre tempranamente durante
el periodo neonatal, siendo en la rata del tercer al cuarto dia (Li y col., 1996). En
nuestro estudio encontramos mayor velocidad de crecimiento del corazén del
primero al tercer mes, siendo menos rapido del tercero al sexto, es posible que la
mayor concentracion de las gelatinasas en el corazén al primer mes puede estar
asociada con una mayor velocidad de crecimiento debido a hipertrofia y por
consiguiente con una mayor remodelacion tisular. EI aumento transitorio en la
expresion de MMP-9 durante el primer mes debe de estar relacionado con algun
evento propio de ese periodo como la alta velocidad de crecimiento, pero se

requieren mas estudios para poder establecerlo.

Practicamente no encontramos estudios de la participacion de las

metaloproteinasas en el desarrollo postnatal del corazén.

CAMBIOS DE LAS GELATINASAS ASOCIADOS CON LA HIPERTENSION E
HIPERTROFIA CARDIACA.

Al igual que en los trabajos realizados por Lekgabe y col. (2005) detectamos una
mayor expresion de la MMP-2, en comparacion con la MMP-9 en los ventriculos

de las dos cepas de ratas. Sin embargo, en la mayoria de los trabajos realizados
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en corazon con insuficiencia cardiaca miocardica mas severa se menciona un
incremento en la expresiéon de la MMP-2 y MMP-9, que se ha relacionado con los
cambios en la funcidon y geometria cardiaca en diferentes modelos de sobrecarga
en ratas (Moshal y col., 2005; Brower y Janicki, 2001). La MMP-2 y la MMP-9
participan en los procesos de remodelacién después del infarto al miocardio o
dafo cardiaco en diversas cardiomiopatias y enfermedades coronarias (Kameda y
col., 2003).

Aunque mediante el analisis densitométrico de la MMP-2 no pudimos encontrar
diferencias significativas entre los niveles de la enzima entre las ratas SHR y WKY
a las edades estudiadas, si se observaron diferencias cualitativas importantes
desde el primer mes tanto en el corazon como en la aorta, aun antes de que se
presentara hipertension o hipertrofia, lo que indica que en éstos 6rganos en las
ratas SHR, hay cambios celulares y bioquimicos previos a estas alteraciones y
gue posiblemente conduzcan a ellas, por lo que pueden estar asociados con la
mayor susceptibilidad de éstas ratas a desarrollar hipertension. En parte el
desarrollo de la hipertension por las ratas SHR se ha atribuido a que presentan
una mayor cantidad el receptor adrenérgico a,p, con respecto a las WKY, lo cual
favorece el aumento y persistencia de la presion sanguinea (Villalobos-Molina y
col., 1999), deben de efectuarse mas estudios con el fin de analizar si la expresion
y activacion de metaloproteinases puede ser regulada a través de estos

receptores.

Las principales diferencias encontradas fueron un menor nivel de la MMP-9 en
ambos ventriculos de las ratas SHR al primer mes de edad y un aumento en la
proporcion de MMP-2 activa en la aorta y las auriculas de las mismas ratas,

presente en ambos al primer mes y en la aorta también al sexto.

La etapa transitoria de mayor expresion de MMP-9 observada en los ventriculos
de las ratas WKY no estuvo presente en las ratas SHR, lo anterior implica que la
matriz extracelular pueda acumularse en los ventriculos aun antes de que la

hipertension se presente y explicar en parte porque el peso del corazén fue menor
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en las ratas SHR de 1 mes que en las WKY de la misma edad, indicando un inicio
muy temprano de la fibrosis del miocardio, para corroborar si esta suposicion es
correcta, evaluaremos y compararemos el contenido de colagena del corazéon a

esta edad entre ambas cepas de ratas.

La mayor activacion de la MMP-2 en las auriculas y aorta de las ratas SHR
posiblemente esta relacionada con un incremento en el estrés oxidativo, mismo
qgue se ha descrito que ocurre en el corazon de organismos de esta cepa desde la
cuarta semana de edad (Cosentino y col., 1998; Mcintyre y col., 1999; Zalba y col.,
2001; Reckelhoff; 2003). Las especies reactivas de oxigeno se han involucrado en
regular la expresion y/o activacion de MMPs (Galis y col., 1998), por ejemplo; se
ha detectado que en arterias iliacas de cerdos con arterosclerosis, al disminuir el

estrés oxidativo, se reduce la actividad de éstas enzimas (Orbe y col., 2003).

Los cambios en la aorta pueden ser importantes en influir la funcionalidad del
corazon o viceversa, en las aortas de las ratas SHR de 6 a 20 semanas de edad
se ha detectado un incremento en la expresiéon de fibronectina y colagena tipo V,
favoreciendo el endurecimiento de las mismas (Intengan y Schiffrin, 1999), el
aumento en la rigidez de la pared de la aorta puede alterar sus propiedades
mecanicas aumentando la carga de trabajo del corazdon y asi conducir a la
hipertrofia. Las propiedades mecanicas de la aorta son un componente critico en
la funcién cardiovascular en los sistemas de desarrollo y maduros. La aorta
madura es relativamente flexible y elastica, y sus caracteristicas son dadas por el
alto porcentaje de elastina en comparacion con otras arterias (Sedmera y col.,
2003)

Los productos secretorios del endotelio son centrales para regular el
comportamiento de las células vasculares, los cambios en la produccion o

activacion de la gelatinasa A pueden tener importantes consecuencias en la



proliferacion o migracion de las células musculares lisas alterando la estructura y

funcién vascular.

Por otro lado el desbalance proteolitico entre las metaloproteinasas (MMPS) y los
inhibidores TIMPs puede ser una base comun para la fibrosis patoldgica; ya que
se ha visto una alta expresion del TIMP 1y TIMP 2 en la fibrosis renal propia de la
diabetes (Peters y col., 1997). En el corazon el TIMP-4 es el que mas se produce y
es de esperar que su produccion se este modificando y participe en regular la
remodelacion tisular controlando la actividad de la MMP-2 y MMP-9 durante el
crecimiento postnatal del corazén y el desarrollo de fibrosis e hipertrofia cardiaca.
La cuantificacion de los TIMPs en nuestro modelo de estudio nos permitira

comprender mejor los procesos sefialados.
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CONCLUSIONES

Las ratas SHR presentaron hipertension desde el tercer mes de edad,
subsiguiente a ello se observo hipertrofia cardiaca al sexto mes, siendo ésta

mas marcada en el ventriculo derecho.

La concentracion de MMP-2 en las auriculas y los ventriculos es mayor al
primer mes de edad que en el tercero y sexto, lo que se relaciona con una
alta remodelacion tisular asociada al crecimiento mas rapido del corazén al

inicio de la vida postnatal.

No se encontré diferencia estadistica significativa en la concentracion de
MMP-2 total en el corazén y la aorta entre las ratas SHR y WKY; sin
embargo, en las auriculas y la aorta de las ratas SHR se observé una
mayor activacion de ésta enzima al primer mes en ambas y en la aorta

también en el sexto mes.

La cantidad de MMP-9 es mayor en forma transitoria en los ventriculos de
las ratas WKY al primer mes de edad, tendiendo después a practicamente
no expresarse. En las ratas SHR la etapa de mayor expresion de MMP-9 al

primer mes no se observa.

Se observo la presencia de una banda gelatinolitica menor de 29 kDa
insensible a EDTA, por lo que se descarta que corresponda a una

metaloproteinasa y seria importante su caracterizacion.
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B La matriz extracelular es una compleja red que determina la integridad
estructural del corazén, la alteracién de la formacién y degradacion de la
matriz extracelular causada por mediadores inflamatorios, especies
reactivas de oxigeno y factores neurohumorales y deversas condiciones
fisiologicas y patoldgicas, es en parte mediada por cambios en la expresion
de MMPs o sus inhibidores y la activacion de las primeras y en muchas
ocasiones promueven la acumulacién patoldégica de coldgena y otra
moléculas de la MEC, ocasionando la pérdida de la correcta funcién del

corazoén al favorecer el desarrollo de la fibrosis e hipertrofia cardiaca.

B La técnica de zimografia nos aporto datos importantes sobre los cambios de
las gelatinasas en la aorta y el corazon asociados con el crecimiento
postnatal, la susceptibilidad a desarrollar hipertension y con el inicio de la
hipertension e hipertrofia, pero es importante complementarlos con otros
procedimientos con mayor aceptacion cuantitativa como “Western blot”,
RT-PCR o "Northern blot”, ademas de histoquimica o ensayos de actividad
enzimatica. La cuantificacion de colagena y TIMPs en el modelo de estudio
nos dard una mayor comprension de los procesos fisiopatoldgicos

estudiados.
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