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RESUMEN.  

Se ha reportado que los nucleótidos ATD, ADP y AMP tienen efecto 

parácrino en diversos tejidos predominantemente el músculo liso vascular y el 

riñón. Estos nucleótidos se unen a receptores purinérgicos P2, que  se dividen en 

P2X y P2Y. Recientemente los receptores purinérgicos han sido motivo de estudio 

para determinar su participación en la fisiopatología del daño renal en hipertensión 

arterial (HTA), ya que cambios en la expresión de estos receptores pueden alterar 

la respuesta vascular renal. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la 

expresión de los receptores P2X1 y P2Y1 a nivel de proteína y RNAm en el riñón 

de animales con hipertensión dependiente de Angiotensina II. Para ello se 

utilizaron ratas Wistar macho de 300-350 g de peso, se dividieron en 2 grupos: 

control e hipertensión inducida por la administración de angiotensina II. La 

hipertensión se indujo por medio de una bomba miniosmotica  por vía subcutánea, 

(435 ng/kg/min  Ang II por 14 días); al final de la infusión se extrajo el riñón el cual 

se separo en corteza y médula, el tejido se congelo a -70°C para la determinación 

de la expresión de los receptores P2X1 y P2Y1 a nivel de proteína y RNAm por 

Western blot y RT-PCR respectivamente. La presión arterial al día 14 fue de 

110.5±1.7 y 185±3.8 mmHg para el grupo control y con hipertensión 

respectivamente (p<0.05). La proteinuria fue de 9.90±0.22 control vs 122.2±1.74 

mg/24 hrs. HTA. La expresión del receptor P2X1 a nivel de proteína aumentó en la 

corteza de los animales con hipertensión en comparación con el grupo control 

(0.9322 ± 0.01 HTA vs 0.6983 ±0.04 receptor/actina unidades arbitrarias [UA] del 

control); en cambio no se observaron cambios en la expresión del receptor P2Y1 
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entre ambos grupos experimentales (0.8008±0.01 HTA vs 0.8544±0.01 

receptor/actina UA control). La expresión del receptor P2X1 (0.8882±0.02 HTA vs 

0.8896±0.03 receptor/actina UA control) y P2Y1 (0.8724±0.06 HTA vs 0.9512±0.01 

receptor/actina UA control) no se modificó el nivel de proteína en la médula de los 

animales con hipertensión en comparación con el grupo control. La expresión del 

receptor P2X1 a nivel de RNAm disminuyó en la corteza de los animales con 

hipertensión en comparación con el grupo control (0.8208 ± 0.008 HTA vs 

0.9247±0.01 receptor/actina UA control) mientras que no se observaron cambios 

en la expresión del receptor P2Y1 entre ambos grupos experimentales 

(0.7935±0.02 HTA vs 0.8544±0.01 receptor/actina UA control). La expresión del 

receptor P2X1 a nivel de RNAm disminuyó (0.8182±0.02 HTA vs 0.9095±0.02 

receptor/actina UA control) y del P2Y1 no se modificó (0.7838±0.02 HTA vs 

0.8614±0.02 receptor/actina UA control) en la médula de ninguno de los grupos. 

Estos resultados sugieren que cambios en la expresión del receptor P2X1 pueden 

participar en el daño renal la hipertensión dependiente de angiotensina II. 
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ANTECEDENTES  

  Hipertensión arterial.  

La hipertensión arterial constituye un grave problema de salud pública por 

su alta relevancia y por la gravedad de sus complicaciones tardías (1,2, 3), por lo 

que el estudio de la patogenia de la hipertensión arterial adquiere gran relevancia. 

En los Estados Unidos de Norteamérica (1)  según el NHANES, aproximadamente 

de 29 a 31% de los individuos mayores de 18 años son hipertensos lo cual indica 

que existen aproximadamente 58 a 65 millones de hipertensos, con un  

incremento en el número de pacientes en los últimos años  (2, 3).  

En México la encuesta nacional de salud del 2000 y en la Re-encuesta 

nacional de hipertensión (RENAHTA) (4, 5) identificaron la prevalencia de 

hipertensión arterial y su relación con varios factores de riesgo cardiovascular; el 

diagnóstico de HAS se basó en un diagnóstico médico previo con toma de 

antihipertensivos, o una TA mayor de 140 mmHg de presión sistólica y/o 90 mmHg 

de diastólica. Las muestras se  ponderaron de acuerdo a los resultados del INEGI. 

La prevalencia de HAS en México de manera global fue de 30.05%; en relación al 

género, 34.2% fueron  del sexo masculino y 26.3% del sexo femenino. Estos 

resultados demostraron un incremento relacionado en forma proporcional a la 

edad, así en individuos mayores de 50 años la prevalencia de hipertensión superó 

el 50%. Además se demostró la existencia de un diagnóstico tardío, ya que el 61% 

de la población con hipertensión se diagnostico durante la encuesta. Este último 

dato es muy importante, ya que indica que la mitad de los hipertensos en México 

ignoran que padecen la enfermedad, además refleja el escaso control que se tiene 

sobre el tratamiento, ya que solo del 14.6 al 20% de los pacientes se encontraron 
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controlados.  Los factores de riesgo que más se relacionaron con hipertensión 

fueron el  tabaquismo,  la diabetes y la obesidad en orden creciente. La mayor 

prevalencia (34%) se observó en los estados del norte de la República.  

 

Factores de riesgo:   

Además de las diferencias étnicas y los factores genéticos (6),  uno de los 

factores de riesgo más importantes para el desarrollo de hipertensión arterial es la 

ingestión alta de sal, así como el consumo de alcohol, con el que existe una clara 

asociación. La obesidad se asocia con un incremento en la prevalencia e 

incidencia de hipertensión que se observa conforme avanza la edad (7). La 

dislipidemia también se ha asociado al desarrollo de hipertensión y es 

independiente de la obesidad. Y es frecuente observar hipertensión en  pacientes 

con ciertas personalidades como la actitud hostil  o en respuesta a el estrés (8).  

Por otra parte las complicaciones de la hipertensión se asocian al grado de 

control de la misma (9).  La hipertensión es el mayor factor de riesgo para el 

desarrollo temprano de enfermedad cardiovascular, más que el tabaquismo, la 

dislipidemia o la diabetes (10, 11, 12). Además, se ha observado que la  

hipertensión arterial aumenta el riesgo de falla cardiaca en todas las edades (11). 

Al respecto, la hipertrofia ventricular es un problema común en pacientes con 

hipertensión arterial y se ha asociado con un incremento en la incidencia de falla 

cardiaca, arritmias ventriculares y muerte súbita (13, 14, 15).  

Es bien conocido que la hipertensión es el factor de riesgo más importante 

para desarrollo de accidente vascular cerebral, incluso la incidencia del mismo se 

ve disminuida con el uso de una terapia antihipertensiva efectiva (16, 17).  
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La hipertensión arterial es la segunda causa de insuficiencia renal y un 

factor muy importante que acelera la progresión del daño renal en enfermedades 

de diversa etiología, como la diabetes mellitus, las nefropatías primarias y las 

secundarias  (18, 19, 20). 

Se ha demostrado ampliamente que el riñón tiene un papel  fundamental en 

el desarrollo y mantenimiento de la  hipertensión arterial, tanto por alteraciones en 

la reabsorción a nivel tubular, como por alteración de los mecanismos intrarrenales 

como la natriuresis de presión y la actividad el sistema renina angiotensina 

intrarrenal.  

 

El riñón en la hipertensión.    

Una de las hipótesis más importantes sobre la generación de la 

hipertensión arterial se basa en la existencia de una anormalidad de la función 

renal. Si esta alteración es la causa o el resultado sigue siendo un tema de 

controversia, sin embargo, la evidencia científica señala al riñón como responsable 

del control de la presión arterial  sistémica,  así como la génesis y mantenimiento 

de la hipertensión arterial  (21, 22). La principal evidencia que el riñón interviene 

directamente en el origen y mantenimiento de la hipertensión se demostró en 

cepas de ratas espontáneamente hipertensas (hipertensión genética), en las que 

se realizó trasplante cruzado de riñón con ratas normotensas, las ratas 

normotensas  desarrollaron hipertensión, en cambio las ratas espontáneamente 

hipertensas normalizaron su presión arterial  (23, 24, 25). Estos hallazgos también 

se han corroborado en humanos, quienes al recibir un trasplante de un familiar 
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hipertenso requirieron de una mayor cantidad  de antihipertensivos que  los 

pacientes que se trasplantan de un familiar normotenso (26).  

Las alteraciones en el mecanismo de natriuresis de presión generan 

hipertensión. Normalmente existe una relación entre la excreción de sodio-agua y 

la presión de perfusión renal. Cuando existen alteraciones de la función renal, para 

mantener una excreción de sodio y agua dentro de límites normales  se requiere 

de una presión de perfusión renal mayor, por lo que se eleva la presión arterial 

para mantener una presión de perfusión elevada. Entre los factores que desvían la 

curva de natriuresis de presión se encuentran: la angiotensina II, un aumento de la 

resistencia aferente (27, 28), disminución del coeficiente de ultrafiltración y el daño 

túbulointersticial (29, 30, 31).  

 

Sistema Renina Angiotensina (SRA). 

El riñón y el sistema renina angiotensina juegan un papel fundamental en el 

desarrollo de hipertensión arterial. Se ha demostrado que la  exposición temporal 

a angiotensina II produce  hipertensión arterial permanente (32). Cuando se 

induce hipertensión arterial por oclusión de una arteria renal, el riñón afectado 

libera grandes cantidades de renina y angiotensina produciendo hipertensión  

aguda; la liberación de la oclusión en forma temprana normaliza la presión arterial. 

Sin embargo, cuando la oclusión permanece por tiempo prolongado, ocurren 

cambios en el riñón contralateral que hacen que la hipertensión persista, aún 

después de librar la oclusión.    

En el riñón, la Ang II  participa en la regulación de la hemodinámica renal, a 

través del efecto vasoconstrictor sobre las arteriolas aferente y eferente, 
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modificando el flujo sanguíneo renal (FSR), la presión glomerular, el coeficiente de 

ultrafiltración glomerular, que en conjunto disminuyen la filtración glomerular (33, 

34). Por otra parte, la angiotensina II es uno de los moduladores más importantes 

del sistema de retroalimentación túbulo glomerular; este sistema traduce las 

concentraciones de  cloruro de sodio presentes a nivel de las células de la macula 

densa a una respuesta vasodilatadora o vasoconstrictora de las arteriolas aferente 

y eferente (34, 35, 36). La respuesta del mecanismo de retroalimentación 

túbuloglomerular a Ang II se lleva a través de la activación de los receptores AT1; 

por inmunohistoquìmica se ha  demostrado la presencia de dichos receptores en 

la macula densa y con el uso de bloqueadores específicos para los receptores 

AT1 la respuesta se  atenúa (37) 

 La angiotensina II además de participar en la regulación del tono vascular y 

la excreción renal de sodio, también tiene efectos parácrinos y autócrinos (38); 

regula el crecimiento, proliferación e hipertrofia de las células renales 

mesangiales, incrementa la expresión de proteínas de la matriz extracelular tales 

como laminina, colágena y fibronectina; también mediante la regulación de 

proteasas inhibidoras, como los inhibidores tisulares de metaloproteinasas y PAI-

1, genera una menor degradación de matriz extracelular. A nivel túbulointersticial, 

la angiotensina II tiene la capacidad de promover la diferenciación de fibroblastos 

a miofibroblastos favoreciendo el desarrollo de fibrosis.  Además la Ang II activa 

las células inflamatorias estimulando la quimiotaxis y la producción de mediadores 

proinflamatorios. Mediante su unión a receptores AT1, activa diferentes factores 

de transcripción como la PA-1, el NF-κB. Las principales vías de señalización 
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activadas son la PKC, MAPK, PTK y enzimas como NADH, XO, COX, SOD, CAT, 

que participan en la regulación del estrés oxidativo. El resultado final de la 

estimulación de estas vías de señalización y factores nucleares es la producción y 

activación del sistema del TGF-β que contribuye al daño renal. 

 

 Adenosín trifosfato. 

El ATP está ampliamente distribuido en las células (39); casi cualquier 

mecanismo fisiológico que requiera energía la obtiene de manera directa del ATP 

o algún otro nucleótido (por ejemplo GTP) (40). El ATP tiene un efecto parácrino, 

que regula procesos tan diversos como la neurotrasmisión y la modulación de tono 

vascular (41, 42, 43, 44).  

 El ATP que se libera a partir de las células, puede ser hidrolizado en el 

intersticio por ectoenzimas lo que  regula la concentración extracelular de ATP, o 

bien, unirse a receptores específicos (45, 46, 47). En el espacio extracelular el 

ATP y sus metabolitos pueden actuar de manera autócrina o parácrina en la 

macula densa, el glomérulo y las arteriolas aferente y eferente, así como en la luz 

tubular (48).  

 

Receptores purinérgicos. 

Los receptores purinérgicos han sido clasificados en dos tipos: P1 y P2. Los 

receptores P1 tienen mayor afinidad por AMP y adenosina, en tanto que los 

receptores P2 tienen mayor afinidad por el ATP y el ADP (49, 50).   

Los receptores purinérgicos P1 comprende 4 subtipos: A1, A2a, A2b y A3. 

Los receptores P2 se han clasificado en P2X y P2Y. La familia P2X se subdividen 
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a su vez en 7 subtipos: P2X1-7. Los receptores P2Y se subdividen en: P2Y1, 

P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14, (51, 52). 

 

Mecanismo de señalización de los receptores purinérgicos.  

Los receptores A1 y A3 se acopla a la proteína G0/G1 produciendo inhibición 

de la adenilato ciclasa con disminución de AMP, en tanto que los receptores A2a y 

A2b se acoplan a la proteína Gs, lo cuál estimula a la adenilato ciclasa. Estos 

receptores al influir de manera negativa o positiva sobre la adenilato ciclasa 

actúan sobre la liberación de calcio en el retículo sarcoplásmico y con ello induce 

la contracción vascular  (51, 52).  

El receptor P2X es un canal catiónico no selectivo permeable al Ca++, el 

ATP se une al asa externa de este canal lo cual permite la entrada de Ca++ y Na+ 

al citosol así como la salida de K+ (51, 52).  

Los receptores P2Y, son receptores con siete regiones transmembranales, 

que se acoplan a proteínas G. Los  subtipos P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 se 

acoplan a proteínas Gq con lo cual se activa a la fosfolipasa C (PLC) aumentando 

por este mecanismo la concentración citosólica de Ca++. En algunos epitelios, la 

unión a Gq también regula indirectamente a AMPc afectando otras funciones 

celulares a través de la activación de la fosfolipasa A2 (PLA2) con la subsecuente 

producción y liberación de prostaglandina E2 (PGE2). En tanto que los receptores 

P2Y12, P2Y13 y P2Y14 se acoplan a la proteína Gi con lo cual se inhibe a la 

adenilato ciclasa y disminuyen los niveles de AMPc (51, 52). Los receptores P2Y a 

nivel vascular tiene una respuesta bifásica, ya que son capaces producir 

vasodilatación y vasoconstricción, la primera por incremento en la liberación de 
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vasodilatadores endoteliales como el oxido nítrico  y la prostaglandina I; la  

vasoconstricción es mediada por un incremento de Ca++ intracelular y/o por la 

activación de Rho cinasas (51, 52).   
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Tabla 1: Mecanismo de señalización de los receptores purinérgicos P2 y afinidad 

a nucleótidos (53).  

Receptor  Afinidad  (mayor a menor)  Mecanismo de acción.  

P2X1 ATP Canal de  cationes Ca++ y Na+. 

P2X2   ATP Canal de iones (particularmente  Ca++).         

P2X3   ATP Canal de cationes 

P2X4 ATP Canal de iones (particularmente Ca++). 

P2x5 ATP Canal de iones. 

P2X6   ATP Canal de iones. 

P2X7    ATP Canal de iones. 

 

P2Y1    ADP y ATP                                      Gq/G11   PLC- β  (aumenta). 

P2Y2 ATP Gq/G11  (G1/G0) PLC- β  (aumenta). 

P2Y4 UTP Gq/G11   (G1?) PLC- β (aumenta). 

P2Y6 UDP, UTP, ADP Gq/G11  (G1/G0) PLC- β  (aumenta). 

P2Y11 ATP y ADP Gq/G11  y GS: PLC-β (aumenta). 

P2Y12 ADP y ATP Gi/otros. 

P2Y13  ADP y ATP          Gi/Go/otros. 

P2Y14 UDP glucosa, UDP galactosa         Gi/Go/otros. 
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Tabla 2: Localización de los receptores purinérgicos (51).  

A nivel sistémico:  

P2X: 1 Músculo liso, plaquetas, cerebelo, espina dorsal 

 2 Músculo liso, SNC, retina, células cromafín, ganglios autonómicos. 

 3 Neuronas sensitivas, algunas neuronas simpáticas. 

 4 SNC, testículo, colon. 

 5 Células proliferativas en piel, intestino, vejiga, timo y espina dorsal. 

 6 SNC, neuronas motoras en cordón espinal. 

 7 Células apoptóticas (inmunes, páncreas, piel). 

 

P2Y: 1 Células epiteliales y endoteliales, plaquetas y células inmunes.  

 2 Células inmunes, epiteliales y endoteliales, túmulos renales y osteoblastos. 

 4 Células endoteliales. 

 6 Algunas células de epitelio, placenta, células T y timo.  

 11 Bazo, intestino, granulocitos. 

 12 Plaquetas, células gliales. 

 13 Bazo, cerebro, ganglios linfáticos. médula ósea. 

 14 Placenta, tejido adiposo, estomago, intestino, algunas regiones del cerebro 
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  Función de los receptores purinérgicos en el riñón.  

 En el riñón, los receptores P2X y P2Y se expresan tanto en la membrana 

apical como en la membrana basolateral de las células epiteliales, así como en los 

vasos renales, las células del mesangio glomerular y los podocitos (49, 50, 51). Se  

ha sugerido que la activación de los receptores P2 regulan la hemodinámica renal 

A nivel renal:  

P2X: 1 Arteriola aferente.  

 2 Arteriola aferente. 

 3 -------- 

 4 TCP, TPPR, SDAH, PDAAH, PGAH, TCD, TCC, CCMI, CCME.  

 5 PGAH, TCD, TCC, CCMI, CCME.  

 6 TCP, TPPR, SDAH, PDAAH, PGAH, TCD, TCC, CCMI, CCME. 

 7 -------- 

 

P2Y: 1 Arteriola aferente, glomérulo.  

 2 Arteriola aferente, glomérulo, PGAH, CCMI, CCME.  

 4 TCP, TPPR.  

 12 Mesangio glomerular.  

Abreviaturas. TCP: túbulo contorneado proximal; TPPR: túbulo proximal porción 

recta; SDAH: segmento descendente asa de Henle; PDAAH: porción delgada 

ascendente del asa de Henle; PGAH: porción gruesa del asa de Henle; TCD: 

túbulo contorneado distal; TCC: túbulo colector cortical;  CCMI: conducto colector 

médula interna: CCME: conducto colector médula externa.  
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y el transporte a nivel tubular (51,  54, 55, 56, 57, 58).  

Recientemente se ha sugerido que el ATP o su metabolito la adenosina 

participan como mediadores de la señal de la macula densa a las arteriolas 

aferente y eferente que regula la filtración glomerular  (39, 59, 60, 61, 62).   

A este respecto, el grupo del Dr. Navar y cols. (63) han propuesto la 

participación del ATP en las alteraciones renales que se observan en la 

hipertensión arterial. Estos autores reportan que en el modelo de hipertensión 

inducida con Ang II, el bloqueo de los receptores P2Y no modifica la presión 

arterial, ni el contenido de renina o de Ang II  intersticial; en cambio disminuyó la 

expresión de alfa actina en las células mesangiales, la lesión de la arteriola 

aferente, la proliferación de células tubulares, así como la infiltración de 

macrófagos, estos resultados sugieren que además de la actividad vascular y sus 

efectos en la hemodinámica glomerular, los receptores purinérgicos pudieran 

contribuir en la infiltración túbulointersticial y la hipertrofia de la arterial aferente 

observada en este modelo (63).  

El ATP extracelular es un poderoso agente parácrino que ejerce efectos 

agudos y crónicos a través de la activación de uno o varios miembros de la familia 

de receptores purinérgicos P2 (64, 65, 66). Es bien conocido que las células 

endoteliales liberan nucleótidos endógenos, incluyendo ATP (67).  

Además se ha demostrado que el ATP en el líquido intersticial renal aumenta 

en respuesta a la elevación de la presión arterial (39, 61, 64, 68) y regula la 

resistencia vascular renal en forma similar que la adenosina (32, 39, 61, 64, 68); 

cuando el ATP se eleva en forma sostenida actúa como un agente proliferativo, 

capaz de inducir hipertrofia del músculo liso vascular e hiperplasia (66, 69, 70); en 
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el riñón, estos efectos son mediados por receptores purinérgicos P2X y P2Y que 

se encuentran presentes en los vasos renales (71, 72).    

Los resultados previamente mencionados nos indican la relevancia de los 

receptores purinérgicos (P1de adenosina y P2Y de ATP) en las alteraciones de la 

función renal que se observan en la hipertensión inducida por Ang II.  Por lo que 

es importante determinar si la adenosina y el ATP o  la degradación de ATP a 

adenosina son los responsables de las alteraciones de la función renal observada 

en hipertensión. La participación de la adenosina ha sido recientemente 

demostrada en nuestro laboratorio (32), el siguiente paso es determinar la 

participación del ATP, lo que nos permitirá proponer un nuevo mecanismo celular 

para prevenir y/ó disminuir la lesión renal.  

Es importante mencionar que se ha descrito  la presencia de  receptores P2X 

y P2Y en la microcirculación renal, el mesangio, así como a nivel tubular, sin 

embargo sus implicaciones funcionales se conocen parcialmente (73).  

 

Figura 1 
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Recientemente, se ha reportado que en la hipertensión inducida por Ang II, la 

concentración de adenosina aumenta en el plasma, en el tejido renal, así como a 

nivel intersticial en la corteza renal, lo cual contribuye con la vasoconstricción renal 

que se observa en  la hipertensión dependiente de Ang II (74, 75).  

 

 

Figura 2. Mecanismo por el que ATP es liberado de las células de la macula 
densa y estimula a las células de musculo liso vascular, mediante su unión a 
receptores  de P2X y P2Y.  
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III. JUSTIFICACIÓN.  

 El estudio de la interacción entre la AngII y los nucleótidos permitirá 

entender la fisiopatología de la vasoconstricción renal que se observa en la 

hipertensión dependiente de AngII. El presente proyecto, nos permitirá contribuir al 

conocimiento de los  mecanismos de acción del sistema purinérgico (ATP y 

receptores) a nivel renal en hipertensión arterial, así como proponer nuevas 

alternativas farmacológicas para el tratamiento del daño renal  en  hipertensión  

 

 IV. HIPÓTESIS 

En el riñón de ratas con hipertensión dependiente de Ang II se inducen 

cambios en la expresión de los receptores purinérgicos P2X1 y P2Y1 esto puede 

modificar la microcirculación renal, lo cual puede contribuir al desarrollo del daño 

renal en hipertensión.  

 

V. OBJETIVO. 

 Evaluar la expresión de los receptores P2X1 y P2Y1 a nivel de proteína y 

RNAm en el riñón de animales con hipertensión dependiente de Angiotensina II. 

 

VI. DISEÑO DEL ESTUDIO.  

Se trata de un estudio experimental, prospectivo, longitudinal, abierto. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS.  

  Modelo Experimental.  

 Se indujo  hipertensión arterial mediante la administración de Ang II a través 

de una bomba miniosmótica (435 ng/kg/min), que se colocó en el tejido 

subcutáneo del dorso del animal por 14 días. Se determinó la presión arterial cada 

semana. A los 14 días se recolectó la orina por 24 hrs  para evaluar proteinuria. Al 

grupo de animales control se les  efectuó la cirugía ficticia (73, 76). 

 

Registro de Presión Arterial.  

 Se midió la presión arterial sistólica en ratas conscientes, colocadas en una 

jaula de restricción y mediante pletismografía con un manguillo colocado en la cola 

de la rata, el trazo se graficó en un polígrafo (Narco Biosystems USA). 

 

RT-PCR. 

 La RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction; 

Transcripción Reversa-Reacción en Cadena de la Polimerasa), permite la 

amplificación de una cantidad pequeña de moléculas diana de RNA (tanto RNAm 

como RNA total) con gran especificidad, mediante la transcripción reversa del 

RNA a DNAc, que es posteriormente amplificado. La amplificación de DNA permite 

la multiplicación exponencial de unas pocas moléculas diana de DNA hasta 106 

copias con una alta especificidad.  
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Aislamiento de RNA.  

 Para que se lleve a cabo la disociación del complejo nucleoproteíco, se 

homogenizó 100 mg de corteza de riñón con 1 ml de trizol y se incubó por 15 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente cada incubación y centrifugación 

se llevó a cabo a 4°C. Después de la disociación de l complejo nucleoproteíco se 

adicionó 200 µl de cloroformo, se incubó por 34 minutos y se centrifugó a 12,000 

rpm por 30 minutos, posteriormente se tomaron 500 µl de la fase acuosa y se le 

adicionó 500 µl de isopropanol (para precipitar el RNA), se centrifugó a 12,000 rpm 

por 20 minutos, se eliminó el sobrenadante y se adicionó 1 ml de etanol al 75% 

para lavar la pastilla de RNA, se centrifugó a 7,500 rpm por 10 minutos, se eliminó 

el sobrenadante. Finalmente se resuspendió la pastilla de RNA en 30 µl de agua 

DEPC (0.1%). De la solución anterior se tomaron 5 µl y se le adicionó 495 µl de 

agua DEPC para tomar lecturas en el espectrofotómetro a 260/280 nm (UV). La 

relación A260/280 nm nos indica el grado de pureza, si la relación es menor de 1.8 

indica contaminación con proteínas, también se determinó la concentración RNA. 

Para determinar la integridad del RNA se colocó en un gel de agarosa al 1%, 2 µg 

de RNA en 2µl de amortiguador de muestra y se corrió a 70 volt por 40 minutos en 

la presencia del amortiguador TAE. El gel fue teñido con bromuro de etidio y se 

visualizó en un transiluminador (UV). Se observó la presencia de RNA total: RNAr 

(28S y 18S), RNAt y RNAm. Para la digestión de DNA en muestras de RNA se 

incubó a 37ºC por 15 minutos: 2 µg de RNA, 1 µl de amortiguador [200 mM Tris-

HCl (pH 8.4), 500 mM KCl, 25 mM MgCl2], 1 µl de DNAasa, el volumen se ajustó a 

10 µl con agua DEPC (0.1%). Se inactivo la enzima a 65ºC por 15 minutos. 
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  Retrotranscripción inversa.  

 La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 20 µl, los componentes 

de la mezcla de reacción son los siguientes: 10 µl RNA (2 µg) tratado con 

DNAasa, 1 µl de oligo dt (0.5 µg/µl), 2 µl amortiguador (200 mM Tris-HCl, 500 mM 

KCl, pH 8.4), 2 µl de 25 mM MgCl2, 1 µl de 10 mM dNTP, 2 µl de 0.1 M DTT, 1 µl 

de superscript RT, se incubó a 42ºC por 50 minutos, se inactivó a la enzima a 70º 

C por 15 minutos, 4º C por 15 minutos. Posteriormente se adicionó 1 µl de 

RNAasa H (2 unidades) y se incubó a 37ºC por 20 minutos. El control negativo se 

realizó con los componentes de la mezcla antes indicados, excepto superscript RT 

y posteriormente se realizó la PCR. 

 

Reacción de  Cadena Polimerasa (PCR). 

Los “primer” se diseñaron tomando en cuenta las siguientes características: 

son específicos de la secuencia blanco, el largo es de 19-25 nucleótidos, 

presentan del 45-60% en GC, se evitaron repeticiones mayores de tres bases, el 

extremo 3´ terminal es G ó C / GC, la temperatura de alineamiento es similar para 

el par de “primer”, la secuencia de ambos “primers” no son complementarias por lo 

tanto no hibridan con ellos mismos o entre ellos. 

Los “primer” específicos de la secuencia blanco son (número de acceso en 

GenBank): 
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 La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 µl, los componentes 

de la mezcla de reacción son los siguientes: 2.5 µl amortiguador (200 nM Tris-HCl, 

500 mM KCl, pH 8.4), 1.5 µl de 25 mM MgCl2, 0.5 µl de 10 mM dNTP, 0.5 µl primer 

sentido 10 µM, 0.5 µl primer antisentido 10 µM, 0.25 µl Taq DNApol (platimum 

Taq, 2-5 unidades/µl), 1 µl cDNA y 18.25 µl agua deionizada estéril. La mezcla de 

reacción así como las muestras permanecieron en hielo hasta iniciar la reacción 

bajo las siguientes condiciones en el termociclador Perkin Elmer 2400:  

predesnaturalización (94ºC por 2 minutos), 35 ciclos de: desnaturalización (94ºC 

por 1 minuto), alineamiento (64ºC por 1 minuto) y extensión (72º C por 1 minuto). 

Un ciclo de extensión final (72ºC por 10 minutos). 

Se mezcló 2.5 µl del producto de PCR con 2.5 µl de amortiguador de 

muestra [Glicerol 5% (v/v), Na2EDTAi2H20 10 mM, SDS 0.1% (w/v), azul de 

bromofenol 0.01% (w/v)] y se colocó en un gel de agarosa 2%, el cuál se corrió a 

70 volt por 40 minutos en presencia del amortiguador TBE (Tris base 100 mM, 

ácido bórico 90 mM, Na2EDTAi2H20 1 mM, pH 8.3). El gel fue teñido con 

bromuro de etidio y se visualizó en un transiluminador (UV). 

 

 

Sentido P2rx1 GACCCCTCAGCAGACTCAAG 

Antisentido  P2rx1  GCCATTCACCTCCTCTACCA 

Sentido P2ry1 AGCTGCCTGAGTTGGAAAGA 

Antisentido P2ry1 GCCAGAGCCAAATTGAACAT 
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Determinación de proteínas por el método de Bradford.  

Se realizó una curva patrón con albúmina sérica bovina de 0 a 25 µg en 100 

µl de  solución PBS y se adicionó 900 µl del reactivo de azul de Coomassi G250, 

se mezcló evitando la formación de espuma. Las muestras se leyeron a 595 nm 

después de 2 minutos y antes de una hora de haber preparado las muestras.  

Para determinar la concentración de proteínas del homogenado y de la 

suspensión  de membranas se realizaron tres diluciones por triplicado: 1:50, 1:100  

y 1:150. De estas diluciones se tomaron 100 µl y se adicionó 900 µl del reactivo de 

azul de Coomasiee G250, se leyeron a 595 nm (espectrofotómetro Beckman DU* 

650). 

 

Western Blotting.   

Se utilizaron 100 µg de proteína del homogenado y se resuspendió en el 

amortiguador para muestra (1:1 v/v (0.125 M Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 20% 

glicerol y 10% mercaptoetanol), las muestras se calentaron a ≈ 80º C por 5 

minutos, después de 5 minutos en hielo se colocaron en un gel desnaturalizante 

de poliacrilamida al 10%. La electroforesis se corrió en presencia del amortiguador 

de corrida (0.025 M Tris, pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SDS) a 100 volt. Se 

realizaron dos geles para electroforesis, un gel fue teñido con azul de coomassie 

(0.025% azul de coomassie R-250, 40% metanol y 7% ácido acético) para la 

detección de proteínas y el otro para llevar a cabo la transferencia. La 

transferencia se llevó a cabo en un sistema Trans-Blot SD (BioRad) a 10 volts por 

30 minutos. Se utilizó nitrocelulosa (tamaño de poro de 0.45 µm, Bio Rad) y el 
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amortiguador de transferencia contenía: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% 

metanol. Posteriormente se incubó la membrana con el amortiguador de bloqueo 

(20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, 5% leche) a 4º C toda la 

noche. La membrana se incubó con el anticuerpo primario contra P2X1, P2Y1 y 

actina (1:1000) a 4º C toda la noche. Después la membrana se incubó con el 

anticuerpo secundario HRP(1:3000) a temperatura ambiente por 1 hora. Para la 

detección de la proteína se utilizó un Kit de quimioluminicencia (Amerrsham 

Pharmacia Biotech). 

 

Análisis estadístico.  

Los resultados se expresaron como la media ± EEM. Para evaluar la 

significancia de las medias de los grupos se aplico la prueba de ANOVA de una 

vía, seguida por la prueba de Bonferroni, las diferencias se consideraron 

significativas cuando se obtuvo una  p<0.05. 
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VIII. RESULTADOS.   

La presión arterial se elevo con la administración de Angiotensina II, de una 

presión  basal de 110.5±3.7 mmHg a 185±4.8 mmHg  en día 14;  en los animales 

con cirugía ficticia (control) la presión fue de 115 ± 2.8 y se mantuvieron 

normotensos (Figura 3A). La determinación de proteínas urinarias en la 

recolección de 24 hrs fue de  9.90±0.220 mg/24 hrs. en el grupo control, en 

cambio en el grupo con infusión de Ang II se elevó significativamente a  

122.2±17.4 mg/24 hrs (p<0.05)  (Figura 3B). La expresión del receptor P2X1 a 

nivel de proteína aumentó en la corteza de los animales con hipertensión en 

comparación con el grupo control (0.9322±0.01 HTA vs 0.6983±0.04 

receptor/actina UA control) mientras que no se observaron cambios en la 

expresión del receptor P2Y1 entre ambos grupos experimentales (0.8008±0.01 

HTA vs 0.8544±0.01 receptor/actina UA control) (Figura 4A). La expresión del 

receptor P2X1 (0.8882±0.02 HTA vs 0.8896±0.03 receptor/actina UA control) y 

P2Y1 (0.8724±0.06 HTA vs 0.9512±0.01 receptor/actina UA control) a nivel de 

proteína no se modificó en la médula de los animales con hipertensión en 

comparación con el grupo control (Figura 4B). La expresión del receptor P2X1 a 

nivel de RNAm disminuyó en la corteza de los animales con hipertensión en 

comparación con el grupo control (0.8208±0.008 HTA vs 0.9247±0.01 

receptor/actina UA control) mientras que no se observaron cambios en la 

expresión del receptor P2Y1 entre ambos grupos experimentales (0.7935±0.02 

HTA vs 0.8544±0.01 receptor/actina UA control) (Figura 5A). La expresión del 

receptor P2X1 a nivel de RNAm disminuyó (0.8182±0.02 HTA vs 0.9095±0.02 

receptor/actina UA control) y la expresión del receptor P2Y1 no se modificó 
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(0.7838±0.02 HTA vs 0.8614±0.02 receptor/actina UA control) en la médula de los 

animales con hipertensión en comparación con el grupo control (Figura 5B). 
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Figura 3.   A) Presión arterial y B) proteinuria el día 14 de la infusión de ANGII 

(435ng/kg/min) y animales control. (*p<0.05 vs Control) 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.   Expresión de las proteínas P2X1 y P2Y1 en la corteza (A) y medula (B) 

renal de ratas con hipertensión inducida por Ang II (435ng/Kg/min) el día 14 de la 

infusión y animales control. (* = p<0.05 vs Control). 
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Figura 5.   Expresión de RNA mensajero de los receptores P2X1 y P2Y1 en la 

corteza (A) y médula (B) renal de  ratas con hipertensión inducida por Ang II 

(435ng/Kg/min) el día 14 de la infusión y animales control. (* = p<0.05 vs Control). 
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IX. DISCUSIÓN.   

Recientemente se ha reportado que el endotelio, el músculo liso vascular y 

los nervios perivasculares liberan ATP y este participa en la modulación  del tono 

vascular (41, 42, 43, 44). La degradación extracelular del ATP se lleva a cabo 

mediante tres nucleotidasas que se localizan en la cara externa de la membrana 

celular: 1) Las ecto-nucleósido trifosfato-difosfohidrolasas (E-NTPDasas) que 

eliminan un fosfato del ATP para formar ADP, 2) Las ecto-nucleótido 

pirofosfatasas/fosfodiesterasas (E-NPPasas) que hidrolizan el ATP para formar 

AMP y pirofosfato, y 3) Las ecto-5`-nucleotidasas (5`ND) enzimas responsables de 

la degradación final del ATP, que eliminan un grupo fosfato del AMP para formar 

adenosina (45, 77). 

Los receptores purinérgicos han sido clasificados en dos tipos: P1 y P2. Los 

receptores P1 tienen mayor afinidad por AMP y adenosina, en tanto que los 

receptores P2 tienen mayor afinidad por el ATP y el ADP (124, 125).   

Recientemente Franco y cols. (75) estudiaron la participación de la 

adenosina y de los  receptores P1 en la hipertensión dependiente de angiotensina 

II. En este modelo de hipertensión reportaron que la 8-ciclopentil-1,3-

dipropilxantina, un inhibidor del receptor A1 a adenosina (ADO) revierte la  

vasoconstricción renal, además no observaron cambios en la expresión de este 

receptor, pero si un aumentó en la expresión del receptor A3 y una disminución de 

los receptores A2a, estos resultados sugieren que la adenosina contribuye con la 

vasoconstricción renal en la hipertensión dependiente de angiotensina II a través 

de la activación del receptor A1 y A3, ya que  al disminuir la expresión del receptor 

A2a (vasodilatador) predomina el efecto A1 vasoconstrictor; es decir se observó 
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un desequilibrio entre la respuesta vasoconstrictora y vasodilatadora a adenosina 

en la hipertensión dependiente de angiotensina II. En este mismo modelo de 

hipertensión, se observó un aumento en la concentración de adenosina intrarrenal 

que disminuyó al inhibir la 5´nucleotidasa con α-β-mADP.  Esto sugiere que la 

inhibición de la 5`ND en la hipertensión aumenta la concentración de ATP y este 

activa a los receptores P2. Al respecto Navar y cols. (63) reportaron que en la 

hipertensión dependiente de angiotensina II se aumenta la concentración 

intersticial de ATP y el tratamiento con clopidogrel (antagonista del receptor  

P2Y12) y PPADS (antagonista no selectivo P2) previenen la expresión de la α-

actina en las células mesangiales, la lesión de la arteriola aferente, la proliferación 

de las células tubulares así como la infiltración de macrófagos sin cambios en la 

presión arterial sistémica; estos resultados sugieren que la activación de los 

receptores purinérgicos P2 contribuyen en la transformación de las células 

mesangiales, la inflamación renal y la hipertrofia vascular en la hipertensión 

dependiente de angiotensina II (63).  De acuerdo a los resultados mencionados 

previamente, es posible que tanto la adenosina como el ATP participen en las 

alteraciones de la función renal y el daño renal que se observan en la hipertensión 

dependiente de angiotensina II; por lo que en el presente trabajo se planteó el 

siguiente objetivo, evaluar la expresión de los receptores P2X1 y P2Y1 a nivel de 

proteína y RNAm en el riñón de animales con hipertensión dependiente de 

Angiotensina II, como un estudio inicial que origine una línea de investigación que 

nos permitirá proponer un nuevo mecanismo celular para prevenir y/ó disminuir la 

lesión renal en la hipertensión.  
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 En el presente estudio, la expresión del receptor P2X1, disminuye a nivel de 

RNAm y aumenta a nivel de proteína en la corteza renal de ratas con hipertensión 

dependiente de angiotensina II. Estos resultados sugieren una regulación a la alta 

del receptor P2X1, así como que la regulación de la expresión de este receptor  es 

a nivel post-transcricional y/o post-traduccional.  En condiciones fisiológicas se  ha 

reportado que la infusión arterial intrarrenal de ATP produce vasoconstricción renal 

por activación del receptor P2X1 y aumenta por la inhibición de la sintasa del oxido 

nítrico; al respecto  Zhao y col, 2005 (78) han reportado que en la red vascular 

renal la expresión del receptor P2X1 a nivel de proteína no se modifica en la 

hipertensión dependiente de Ang II, pero disminuye la vasoconstricción en 

respuesta al ATP exógeno, estos autores han propuesto que sus resultados se 

deben a que disminuye la entrada de Ca++ en las células del músculo liso. Al 

respecto nuestros resultados sugieren lo contrario, que el aumento en la expresión 

del receptor P2X1 pueden aumentar las concentraciones de calcio intracelular y 

contribuir a la vasoconstricción renal observada en la hipertensión dependiente de 

angiotensina II  (78).  

En experimentos preliminares realizados por Franco y cols. (ASN 2008A),  

se demostró  que la inhibición de los receptores P2 con PPADS, un inhibidor no 

selectivo de los receptores P2 produce vasodilatación renal y la función del riñón 

retorna a valores cercanos a lo normal, sin cambios en la presión arterial; hasta el 

momento esto demuestra que los receptores P2 contribuyen con la 

vasoconstricción renal en la hipertensión dependiente de angiotensina II; sin 

embargo es necesario realizar experimentos con el uso de antagonistas selectivos 
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de los receptores, para definir la función y participación de estos en las 

alteraciones de la función renal en hipertensión.  

 En el presente estudio, cuando se determinó la expresión del receptor P2Y1 

a nivel de RNAm y proteína en la corteza renal de ratas con hipertensión 

dependiente de angiotensina II, no se modificó su expresión, no existen evidencias 

hasta el momento de la participación de estos receptores en las alteraciones 

renales en este modelo. Por otra parte Navar  y cols. (63) sugieren que los 

receptores P2Y12 son activados principalmente por el ADP pero también pueden 

ser activados por el ATP.  Al respecto solo se ha demostrado la expresión del 

receptor P2Y12 a nivel de RNAm, por lo que en ésta línea de investigación se 

continuará con el estudio de la expresión del receptor P2Y12 a nivel de proteína y 

RNAm para valorar su papel en daño renal secundario a hipertensión.  

Cuando se determinó la expresión de los receptores P2X1 y P2Y1 en la 

médula renal, no se observaron cambios en la expresión a nivel de proteína,   pero 

disminuyó  el  RNAm de los receptores P2X1. Es decir, la regulación del receptor 

P2X1 en la médula también parece ser a nivel post-transcricional y/o post-

traduccional, sin embargo como no se modificó la proteína, podemos sugerir que 

la degradación del receptor puede estar disminuida o bien que la vida media del 

mismo es más prolongada.   
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X. CONCLUSIONES.  

Estos resultados sugieren que la angiotensina II induce regulación a la alta de 

los receptores P2X1, los cuales pueden contribuir a la vasoconstricción y lesión 

renal que se observan en la hipertensión inducida por Ang II. Esta observación 

sugiere que la administración temporal de angiotensina modifica los receptores 

purinérgicos P2.  
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