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Resumen

La hipertension arterial secundaria a la coartacion adrtica, produce una serie de cambios
hemodindmicos que originan aumento de la presion arterial en la porcion proximal y
normortension en la porcion distal a la coartacion, pulso débil en las extremidades
inferiores y signos de insuficiencia cardiaca en etapas tardias. La disminucion de la luz
aortica a nivel interrenal, produce un aumento en la actividad del sistema renina-
angiotensina, donde la angiotensina II tiene un papel crucial como agente presor, asi
mismo hay una contribucién importante de otras sustancias que favorecen a la
vasoconstriccion incrementando la presion arterial. Estudios recientes han demostrado
que los PPARs pueden ser considerados como blancos terapéuticos potenciales en los
procesos que cursan con hipertension arterial. Los PPARs son miembros de la
superfamilia de receptores nucleares, cuya activacion promueve la expresion de genes
codificados en secuencias especificas del DNA. Existen tres diferentes isoformas, los
PPAR alfa, PPAR beta/delta y PPAR gamma. Los PPARa se encuentran
predominantemente en higado, corazén, rifion y musculo donde participan en el
metabolismo lipidico actuando como un sensor de los niveles de acidos grasos libres en
los tejidos. Cada uno de los PPARs puede ser activado por ligandos especificos. El
clofibrato asi como otros agentes hipolipemiantes son considerados especificos para
activar al subtipo alfa. En base a estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue
estudiar si la estimulacién de los PPARa, por clofibrato (100mg/Kg) en un modelo de
hipertension arterial inducida por coartacidon adrtica reduce el aumento de la presion
arterial en ratas con coartacion aortica; asi como determinar si la estimulacion de estos
receptores aumenta la expresion y actividad de las enzimas involucradas en la
regulacion del estado “redox” en 6rganos blanco como ventriculo izquierdo y rifién
hipertrofico. Ratas Wistar machos de 250-280g se separaron en tres grupos 1) ratas
sham-tratadas con vehiculo 2) ratas coartadas tratadas con vehiculo y 3) ratas coartadas
tratadas con clofibrato (100mg/Kg). El tratamiento se administré por 1 y 21; dias al
término de cada periodo las ratas se anestesiaron y se les registro la presion sanguinea,
se obtuvo el rifidén hipertrofico y el ventriculo izquierdo para cuantificar la expresion y
actividad de las enzimas SOD, catalasa y NOS3. La estimulacion de los PPARa por
accion de clofibrato (100mg/Kg) disminuy6 la presion arterial en la etapa aguda
posterior al dafio (1 dia). Este efecto parece deberse a un aumento de la participacion de

los sistemas antioxidantes (SOD y catalasa), los cuales se activan para minimizar el



dafio producido por la coartaciébn adrtica, la isquemia renal y la consecuente
sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno. El efecto antioxidante se presenta en
el rifion que soporta el mayor trabajo renal y en el ventriculo izquierdo. Respecto a la
expresion de la sintasa del 6xido nitrico endotelial, esta parece no tener participacion en
la modulacion de la presion arterial en este estadio de la hipertension. Por otra parte, la
expresion de los receptores AT, es mayor en las ratas tratadas con el fairmaco en
ventriculo izquierdo como en rifidn hipertréfico en 1 dia de tratamiento.

La estimulacion de los PPARa por accion de clofibrato (21 dias) evitd efectivamente la
hipertension inducida por la coartacion de la aorta. Durante la fase sub-créonica de la
hipertension arterial inducida por coartacion de la aorta, los mecanismos de defensa
antioxidante (SOD y Catalasa) no modifican su actividad, respecto a las ratas
normotensas, en los tejidos estudiados (rifidon hipertrofico y ventriculo izquierdo). Sin
embargo, la sintasa del 6xido nitrico endotelial y la disminucion de la expresion de los
receptores AT, en ratas coartadas tratadas con clofibrato (100mg/kg) parecen tener
participacion en la modulacion de la presion arterial en este estadio de la hipertension.
Nuestros resultados sugieren que la estimulacion de los PPARa por clofibrato evita el
aumento de la presion sanguinea a través de un efecto anti-oxidante en las etapas agudas
(1 dia) posteriores a la coartacion y por accion de la sintasa del 6xido nitrico endotelial
y disminucion de los receptores AT en etapas sub-cronicas (21 dias) de la hipertension

arterial.



Abstract

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are a family of nuclear receptors
that, upon activation with selective ligands, work as transcription factors. Recently, they
have been implicated, at different levels, in functioning of the cardiovascular system.
Our aim was to study if PPARa-stimulation with clofibrate exerts a lowering effect over
blood pressure in rats with hypertension secondary to aortic coarctation and to explore a
possible mechanism. Male Wistar rats (250-280g) were randomly distributed into three
groups: 1) Sham-operated vehicle-treated; 2) aortic coarctated vehicle-treated or 3)
aortic coarctated clofibrate (100mg/kg)-treated. The treatment lasted for 1 or 21d
starting the day of the surgery. At the end of the treatment, we meassured blood
pressure intra-carotid and obtained hipertrophic kidney and left ventricle to meassure
reactive oxygen species (ROS), peroxidated lipids, expression and activity of
superoxide dismutase (SOD), catalase, and nitric oxide synthase-3 (NOS3). PPARa-
stimulation by clofibrate lowered blood pressure at both 1d- (111.2+£2.3, 156.8+9.4, and
125+4.7 mmHg, for sham, aortic coarctated vehicle-treated and aortic coarctated
clofibrate respectively) and 21d-treatment (110.1+6.1, 175+10.1, and 133.8+10.8
mmHg, for sham,aortic coarctated vehicle-treated and Aortic coarctated clofibrate,
respectively). ROS increased after 1d in hipertrophic kidney and left ventricle from
aortic coarctated vehicle-treated rats and clofibrate partially prevented this effect
(0.77+£.2, 2.5%1, and 1.01+0.5 nmoles DFC/mgprot/min, for sham, aortic coarctated
vehicle-treated and aortic coarctated clofibrate , respectively), ROS were not modified
after 21d of treatment in either group. The expression of SOD increased significantly
upon PPARa-stimulation after 1d of treatment (3.6-fold) and returned to normal values
by day 21, its activity increased slightly in response to clofibrate. The activity of
catalase increased in hypertrophic kidney from aortic coarctated clofibrate at 1d and
returned to normal at 21d. NOS-3 expression was not different after 1d treatment but,
was significantly higher in hypertrophic kidney from aortic coarctated clofibrate at day
21. Angiotensin II receptors (AT, and AT,) were inversely modified at day 21 of
treatment in response to clofibrate treatment, AT, expression decreased compared to
aortic coarctated vehicle-treated , while AT, increased in hypertrophic kidney from
aortic coarctated clofibrate compared to aortic coarctated vehicle-treated. Our results

suggest that, in the early development of hypertension secondary aortic coarctation, the



stimulation of PPARa induces an increase in the antioxidant defences leading to an
improvement of the endothelial factors that modulate the blood pressure. While, in the
subchronic phase factors as endothelial NOS and angiotensin II receptors seem to play a

major role controlling the blood pressure.



l.- INTRODUCCION

1.1.- Presion arterial.

1.1.1.- Fisiologia

La presion arterial (PA) es la fuerza o tension que ejerce la sangre contra las paredes de
los vasos. Esta fuerza es generada por el corazon en su funcién de bombeo de sangre.
Por su parte las arterias son las receptoras de esa "fuerza" que representa el flujo
sanguineo, y para adaptarse a ¢l, poseen fibras musculares en su pared que amortiguan y
se adaptan a la presion que sobre ellas realiza la sangre bombeada. Dependiendo de la
fase del ciclo cardiaco donde se lleve a cabo el registro, se pueden identificar a la
presion arterial sistolica, presion arterial diastdlica y presion arterial media y esta se

expresa en mmHg (Oparil S, 1992).

Si entendemos por presion arterial a la fuerza que ejerce la sangre bombeada desde el
corazén sobre los vasos sanguineos arteriales, es facil deducir que los factores

determinantes de la misma son:

o La cantidad de sangre que el corazon bombea (gasto cardiaco).

o Calibre o didmetro de los vasos (resistencia).

GASTO CARDIACO (GC): Esta determinado por la frecuencia cardiaca y la fuerza de
contraccion, estos a su vez estan en funcion del retorno venoso que depende de otros
factores como son: la actividad constrictora o dilatadora de las venas, la actividad del

sistema renal, etc.

RESISTENCIA VASCULAR PERIFERICA (RVP): Depende de la actividad constrictora
o dilatadora de las arteriolas, del eje renina angiotensina y de la propia magnitud del

GC.
Por tanto, PA regulada por estos dos factores es expresada por la siguiente formula:

PA =GCx RVP



1.1.2.- Sistemas de control de la presion arterial

Los mecanismos fisiologicos que intervienen en el control de la PA son multiples;
mantienen una estrecha relacion entre si y garantizan la homeostasis del organismo

(Cruz Mérida A, 2004).
Estos sistemas de control son:

A.- Mecanismos nerviosos. Es el sistema que actia mas rapidamente (Segundos) para

controlar desajustes de la PA

e Barorreceptores
e Quimiorreceptores
e Respuesta isquémica del sistema nervioso central

o Receptores de baja presion
Otros mecanismos de respuesta rapida

o Participacion de los nervios y musculos esqueléticos

e Ondas respiratorias
B.- Sistema de regulacion de accion intermedia (minutos)

e Vasoconstriccion por el sistema renina angiotensina

e Relajacion de los vasos inducido por estrés

e Movimiento de los liquidos a través de las paredes capilares
e Vasoconstriccion por noradrenalina-adrenalina

e Vasoconstriccion por la vasopresina
C.- Mecanismos a largo plazo (horas y dias)

o Control Renal
o Sistema renal de liquidos corporales

o Sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA)



1.1.3.-Sistema renina-angiotensina (SRA) como mecanismo de control de

la presion arterial

El sistema renina-angiotensina (SRA) es un sistema hormonal endégeno que, actuando
en colaboracion con el sistema nervioso autonomo, controla el calibre de los vasos,
constituyendo un elemento de primer orden en la regulacion de la PA. Cuando este
sistema falla, ello constituye un factor importante en la patogenia de la hipertension

arterial.

La angiotensina es una hormona que descubrieron Braun-Menéndez y su grupo, en
Argentina hacia 1939 (Touyz R, 2000; Ibarra-Rubio ME y Pedraza Chaverri, 1993).
Casi al mismo tiempo, el grupo de Page, (Touyz R, 2000; Ibarra-Rubio ME y Pedraza
Chaverri, 1993) hizo el mismo descubrimiento. Cada uno de estos grupos dio un
nombre al compuesto generado en el plasma, el primero lo llamé "hipertensina" y el
segundo "angiotonina". Fue necesario que pasaran casi 20 afios, para que se pusieran de
acuerdo los investigadores del campo en el nombre adecuado para la hormona, y en
1957 se le dio el nombre de angiotensina. Actualmente sabemos que hay tres
angiotensinas: la I, Il y III, las cuales son productos cada vez mas pequefios; es decir,
del angiotensinogeno se forma la angiotensina I, de ella la angiotensina Il y de ésta a su
vez la angiotensina III; la mas activa es la angiotensina II (Touyz R, 2000; Ibarra-Rubio

ME y Pedraza Chaverri, 1993).

El SRA estd constituido por 5 componentes que son: la renina, el sustrato o
angiotensinogeno, la angiotensina I (Ang I), la enzima de convertidora de angiotensina

(ECA) y la angiotensina II (Angll) (Esquema 1).

En 1836 se empezaron a hacer las primeras observaciones que trataban de establecer
una relacion entre el rifion y el sistema cardiovascular. De esta manera el inglés Richard
Bright determin6 que los pacientes que morian con los rifiones pequefios
frecuentemente tenian un “pulso firme” y presentaban hipertrofia cardiaca.
Posterirmente, Tiggersted y Bergman realizaron un experimento basado en la inyeccion
de extracto acuoso y alcoholico de la corteza renal de los conejos; aplicandolos a estos
animales, tenian una accion bifasica, con un descenso inicial de presion, seguido por
una elevacion de la misma. El llamé a este sustancia renina y publicd su estudio en

1898. Se penso en esa época que la renina era la sustancia que producia directamente el



efecto presor. Posteriormente, Page y Helmer en EUA y Braun demostraron que la
renina era solamente una enzima que actuaba sobre un sustrato del plasma para producir
angiotensina. La renina es una endopeptidasa altamente especifica con peso molecular
de 40000 daltons, que es sintetizada principalmente en las células yuxtaglomerulares de
la arteriola glomerular aferente del rifion; Sin embargo, a pesar de que la renina fue
considerada largo tiempo una enzima exclusivamente renal se ha descubierto sintesis de
la misma en diversos tejidos como glandulas salivales, ttero, testiculos, adrenales, vasos
sanguineos y cerebro. Lo que conlleva a que la Angll producida a partir de la accion de
la renina no debe ser considerada como una hormona exclusivamente tisular, sino
también una neurohormona o neurotransmisor. Los mecanismos liberadores de renina
son: disminucion de la presion de perfusion renal, aumento de la actividad del sistema
nervioso simpatico, concentracion baja de sodio en la macula densa y diversas sefiales

humorales (Ibarra-Rubio ME y Pedraza Chaverri J, 1993).

El angiotensindgeno humano es una proteina cuyo peso molecular varia entre 61400 y
65000 daltons. Inicialmente, se consideraba que era produccién exclusivamente
hepatica, pero en la actualidad se sabe que se produce en diversos 6rganos como cerebro
y pituitaria. Las concentraciones plasmaticas representan el equilibrio entre su sintesis,
principalmente hepatica y su metabolismo. En condiciones normales, la sintesis es
constante y en general en el higado no hay depodsitos significativos. Sin embargo, la
sintesis hepatica y las concentraciones plasmaticas estdn aumentadas por erstrogenos,
glucocorticoides y hormonas tiroideas. Su importancia radica en que la concentracion de
angiotensinogeno limita la velocidad de su reaccion con la renina de tal menera que las
variaciones en su concentracion tiene importante influencia en la velocidad de
produccion de angiotensina y por lo tanto en la efectividad bioldgica del sistema renina

angiotensina in vivo.

La angiotensina I es una prohormona decapeptidica que resulta de la accion de la
renina sobre el angiotensindgeno. No tiene acciones bioldgicas conocidas, aparte de ser
sustrato de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) para la generacion de Angll.
La ECA es una dipeptidil-carboxipeptidasa, capaz de escindir el dipéptido terminal
histidil-leucina de la Angl y dar lugar asi a la hormona efectora del sistema, la Angll.
Esta enzima convertidora de angiotensina se detecta sobre todo unida a la membrana

plasmatica de las células endoteliales del pulmén, y a partir de este 6rgano ha sido



posible su purificacion (Schutz S et al, 1996). Se trata de una glucoproteina que
contiene un 25% de carbohidratos con un peso molecular entre 125.000 y 180.00
daltons y su molécula contiene un atomo de zinc, esencial para que sea activa. Por
ultimo, a través de la accion de las aminopeptidasas sobre la Angll se forman la AnglII
y la AnglV la primera estd formada por siete aminoacidos y posee el 50% de la
actividad presora de la Angll; la segunda es un hexapéptido y es considerado inactivo.
Es importante sefalar que la Angl puede también ser convertida en el hexapeptido
Ang(1-7) por ciertas endopeptidasas titulares tales como la endopeptidasa neutral (NEP)
24.11, NEP 24.15 y NEP (24.26). La Ang(1-7) es un vasodilatador en muchos lechos
vasculares, incluyendo el coronario de perros y cerdos y bloquea la vasoconstriccion
inducida por Angll en arterias humanas (Rocks AJ et al, 1999). Los efectos de la
Ang(1-7) son probablemente mediados por un aumento de la sintesis de bradicinina,

quien a su vez estimula la liberacion de prostaciclina y NO (Rocks AJ et al, 1999).

Angiotensinogeno
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr

Renina

v
Angiotensina [
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-ProPhe-His-Leu

—— ECA
. .
Angiotensina 11
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe NEP 24.11
NEP 24.15
NEP 24.26

‘ Ang III > Ang IV Ang (1-7) ¢

Aminopeptidasas

Esquema 1. Representacion grafica del sistema clasico Renina- Angiotensina (Tomado de: Touyz RM,
2000).

La Angll es un octapéptido que por muchos afios fue el mas poderoso vasoconstrictor
del organismo, cediendo su paso solo algunos afios a la endotelina. Inicialmente se
pensd que era basicamente vascular pero hoy se conoce que se produce en el rifion,

corazon, endotelio etc. La Angll no se produce solamente a través de la ECA sino que



existen vias no clasicas para la generacion de la misma, que incluye catepsina, toninas y
quimasas. A diferencia de la ECA, que se expresa en la superficie endotelial, y es
secuenstrada en el espacio intersticial, la quimasa es secuestrada en el compartimento
intracelular y puede ser inhibida por proteasas. Los efectos de la Angll se observan en la

tabla I.

Tabla 1
TEJIDO ACCION
Vascular Vasoconstriccion
Hipertrofia muscular lisa
Corteza adrenal Sintesis y secrecion de aldosterona
Médula adrenal Liberacion de epinefrina
Rifién Vasoconstriccion aferente y eferente
Inhibicion de la liberacion de renina
Reabsorcion de sodio
Corazon Hipertrofia miocardica

Tabla 1- Acciones de la angiotensina (Wintor EM 1996; Shanmugam Sy Sandberg K 1996)

Existen diversos receptores a través de los cuales la Angll ejerce sus acciones (tabla 2).
El receptor mas importante es el AT, receptor de dominio transmembrana, acoplado a
la proteina G; cuando la AngllI se une a ¢l se intercambia GDP por GTP en la subunidad
a del receptor asociado a proteina G, ocurriendo estimulacion o inhibicion de enzimas
asociadas a la membrana, tales como la fosfolipasa C y la adenil ciclasa. Luego de esto,
la concentracion intracelular del segundo mensajero se altera. Por ejemplo, los niveles
de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), y diacilglicerol se incrementan y los de AMPc y GMPc¢
disminuyen. Esos cambios en el segundo mensajero, hacen que IP3 remueva calcio
desde los depositos intracelulares y lleva en un inicio a un rapido crecimiento de la
concentracion de Ca®’ y fosfatidilserina (Touyz RM y Berry C, 2002; Touyz RM,
2000). Este receptor es constante expresado en el sistema cardiovascular y en otros
tejidos a lo largo del organismo, favoreciendo no solo la vasoconstriccion sino los
efectos de proliferacion vascular al incrementar el factor de crecimiento de los
fibroblastos y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, contribuyendo de esta
manera al remodelamiento cardiovascular. Sin embargo su papel va mas alla, pues

ademads de favorecer la proliferacion muscular activa los macréfagos e incrementa su



capacidad de adhesion a la pared vascular, facilitando el desarrollo de la placa

aterosclerotica.

El receptor AT, parece estar acoplado a través de proteinas G (ain no bien
identificadas) a una fosfatasa de proteinas para residuos de tirosina. Se ha descrito que,
el receptor AT, se expresa en el sistema nervioso, y especialmente en ciertas etapas del
desarrollo, lo que ha sugerido que tenga participacion en la diferenciacion de este

importante sistema (Wintor EM 1996; Shanmugam S y Sandberg K 1996).

Tabla 2
Receptor AT, Receptor AT,
Rifidn, corazon, células de musculo liso Abundantes en el feto, en el
vascular, cerebro, glandulas adrenales, adulto se encuentran en bajas
. ., plaquetas, adipositos y placenta concentraciones en utero,
Localizacion glandula adrenal, sistema
nervioso central,
cardiomiocitos, fibroblastos y
rinon.
Vasoconstriccion (preferentemente Vaso dilatacion

coronaria, renal y cerebral).

Retencion de sodio y agua Antiproliferacion

Supresion de renina Inhibicién del crecimiento
celular

Hipertrofia de miocitos y musculo liso Diferenciacion celular

EfeCtO Fibrosis miocardica y vascular Reparacion tisular

Inotropismo Apoptosis

Aumento de la secrecion de endotelina Desarrollo del tracto urinario
y renal

Aumento de la liberacion de vasopresina

Estimulacion de la formacion de anion super

oxido

Tabla 2- Funcién y localizacion de los receptores AT, y AT, de la Angll (Wintor EM 1996; Shanmugam
Sy Sandberg K, 1996)



Como vemos, mientras que la estimulacion del receptor AT, se asocia a
vasoconstriccion y crecimiento celular, la estimulacion de AT, lleva a vasodilatacion y
diferenciacion celular. El bloqueo del receptor AT, se acompana del aumento en los
niveles plasmaticos de Angll que se une a los receptores AT, no ocupados. La
resultante accion tiene numerosos beneficios potenciales en pacientes con fisiologia
cardiovascular alterada, incluyendo atenuacion de los efectos presores mediados por el
receptor AT, reversion del remodelamiento cardiaco producido por la hipertension y

proteccion a organos blanco principalmente el rifion.

La Angll juega un importante papel en la regulacion de las funciones renales, vasculares
y cardiacas. Sus funciones principales se vinculan a modulaciéon de la transmision
sinaptica, estimulacion de secrecion de la vasopresina u hormona antidiurética,
estimulacion de la sed, vasoconstriccion, estimulacidon de la secrecion de aldosterona
por la corteza suprarrenal y accion mitogénica. Modula la excrecion renal de sodio y la
contraccion y relajacion miocardica y el tono vascular (Touyz RM y Schiffrin E, 2000).
De esta forma es un factor muy importante de la integridad anatomo-funcional de la
pared arterial y en procesos que regulan la presion arterial. Las acciones multiples de la
Angll estan mediadas por complejos sistemas de sefialamiento que se ponen en marcha
cuando la hormona se une a su receptor; la inapropiada activacion del receptor
contribuye importantemente al desarrollo de patologias entre ellas la hipertension

arterial.



1.2.- Hipertension arterial

1.2.1.-Definicion

Se acepta como hipertension arterial (HTA) a la elevacion crénica de una o de las dos

presiones arteriales es decir la sistolica y/o diastolica. (OMS) (Oparil S, 1992).

1.2.2.- Clasificacion
La HTA se puede clasificar de tres maneras distintas (Oparil S, 1992); Por los valores

de la PA.

o Por la importancia de las lesiones orgénicas.

e Por la etiologia.

1.-Por los valores de la presion arterial (Oparil S, 1992).

PA Diast6lica

<85 PA normal
85-89 PA normal alta
90-99 HTA ligera (estadio I)
100-109 HTA moderada (estadio II)
>110 HTA severa (estadio III)
PA Sistolica
<130 PA normal
130-139 PA normal alta
140-159 HTA ligera (estadio I)
160-179 HTA moderada (estadio II)
> 180 HTA severa (estadio III)



2.-Por la importancia de las lesiones organicas:

Se ha clasificado en fase I, I y III.

Fase I: No se aprecian signos objetivos de alteracion organica.

Fase II: Aparecen por lo menos uno de los siguientes signos de afeccion orgénica.

1. Hipertrofia ventricular izquierda (HVI), es detectada por rayos X,
electrocardiograma (EKG) y ecocardiografia.

2. Estrechez focal y generalizada de las arterias retinianas.

3. Proteinuria y ligero aumento de la concentracion de creatinina en el plasma u

orina.

Fase IIl: Aparecen sintomas y signos de lesion de algunos organos a causa de la

hipertension arterial en particular:

1. Corazon: Insuficiencia ventricular izquierda (IVI).

2. Encéfalo: Hemorragia cerebral, cerebelar o del tallo encefalico: Encefalopatia
hipertensiva.

3. Fondo de ojo: Hemorragia y exudados retinianos con o sin edema papilar. Estos

son signos de la fase maligna (acelerada).

Hay otros cuadros frecuentes en la fase III pero no tan claramente derivados de manera

directa de la HTA, estos son:

1. Corazon: Angina pectoris; infarto agudo del miocardio (IMA).
Encéfalo: Trombosis arterial intracraneana.

Vasos sanguineos: Aneurisma disecante, arteriopatia oclusiva.

A

Rinodn: Insuficiencia renal.
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3.- Clasificacion segun la etiologia
A.- Primaria
B.- Secundaria

A.- Hipertension arterial primaria

Con el término HTA primaria, idiopéatica o esencial se conoce a aquella HTA de la cual
no se conoce la causa organica evidente que est¢ dando origen a la patologia.
Recientemente la OMS estd considerando que se han acumulado suficientes
conocimientos sobre las causas de la HTA, lo cual justificaria abandonar el término de

esencial y utilizar mejor el de primaria (Oparil S, 1992).

La etiopatogenia no se conoce aun pero los distintos estudios indican que los factores
genéticos y ambientales juegan un papel importante en el desarrollo de la HTA primaria
(Oparil S, 1992).

Algunos de los factores que han sido implicados en el desarrollo de la hipertension

primaria son:

—

Factores genéticos.

Factores alimenticios.

Factores ambientales.

Factores psicosociales.

Sindrome por estrés.

Iones de sodio-potasio y la ATPasa.
Desequilibrio en la relacion GMPc - AMPc.

Sistema renina-angiotensina-aldosterona.

A S AN

Prostaglandinas.
10. Sistema kalicreina - Cinina.
11. Metabolismo de los glucidos.

12. Endotelinas

Otros factores:

e Sedentarismo.

11



e Tabaquismo.
B.- Hipertension Arterial Secundaria

Es la hipertension de causa conocida, es importante diagnosticarla porque en algunos

casos pueden curarse con cirugia o con tratamiento médico especifico (Oparil S, 1998).
Las causas més frecuentes de hipertension secundaria son:

1. - Renales

2.- Endocrinas

3.- HTA por embarazo.

4.- Coartacion de la aorta.

5.- Trastornos neurologicos.

6.- Farmacos y sustancias quimicas.

7.- Toxicas

1.3.- Radicales libres de oxigeno

1.3.1.- Introduccion

El balance oxidativo del organismo humano es esencial para la regulacion metabolica,
la produccion de energia, la activacion o inactivacion de biomoléculas, la transduccion
de sefiales, el recambio celular y el control del tono vascular entre otros. Si el balance
entre los sistemas oxidantes (generador de especies reactivas) y los antioxidantes
(preventivo, secuestrador y reparador) se desequilibra a favor de los primeros, ya sea
por la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS), por el
debilitamiento de los sistemas antioxidantes o por ambas causas, se estara en presencia
de lo que se conoce como estrés oxidativo (Touyz RM, 2000). La hipertension arterial
causada por angiotensina depende en gran medida en la produccion de ROS (Touyz

RM, 2000; Laursen JB y Rajagopalan S, 1997).
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Las ROS incluyen a las moléculas derivadas del oxigeno con una elevada reactividad;
los radicales libres son especies quimicas, muy inestables que tienen en su estructura
uno o mas electrones no pareados y se caracterizan por su elevada reactividad y
capacidad de formar otros radicales libres por reacciones quimicas en cadena. Las

especies reactivas de oxigeno se generan como intermediarios en el proceso redox.

Las ROS mas comunes y de mayor importancia biologica son: oxigeno singulete (* O»),
radical hidroxilo (HO'), peroxilo (RO'), radical anion stuper 6xido (Oz_) y perdxido de

hidrogeno (H,0O,); la reduccion univalente y subsecuente del oxigeno origina estas
especies (Esquema 2).

Las especies reactivas de nitrogeno (RNS) comprenden radicales libres y moléculas
derivadas del nitrogeno, tales como o6xido nitrico (NO') y peroxinitrito (ONOO").

Existen diferentes procesos endogenos generadores de especies reactivas, tales como: la

respiracion mitocondrial (05", la activacion de polimorfonucleados (HOCL, ' O, , HO' y

H,0,), y el metabolismo del &cido araquidonico (02_) entre otros. Otras especies

reactivas se forman en el organismo humano solo por la accion de factores externos,
entre los cuales se encuentran la contaminacidén ambiental, las radiaciones, los habitos
toxicos (alcohol, tabaco y estupefacientes), la alimentacion inadecuada, la exposicion a
sustancias toxicas (fertilizantes y plaguicidas) el metabolismo de algunos farmacos y un

elevado estrés fisico o mental.

K=

03, —)- *(}, '—} Hy(dy —p *l.]i-l;} H4

Esquema 2- Reduccion univalente de oxigeno (Tomado de: Touyz R 2000)
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1.3.2 Caracteristicas de las distintas especies reactivas de

oxigeno y nitrogeno

1.3.2.1.- OZONO

La luz ultravioleta y las descargas eléctricas rompen los dos enlaces covalentes en la
molécula del O, produciendo oxigeno atémico (O) que se combina inmediatamente con
el O, para producir ozono (O3). EI O3 es un gas irritante, de olor penetrante. Es mucho
mas oxidante que el O, pues reacciona con proteinas, lipidos, NAD(P)H, ascorbato, y
acido urico, también genera otras especies reactivas. En soluciones acidas es uno de los
compuestos mas reactivos. A una concentracion de 0.5 ppm causa inflamacion y

muerte celular en los bronquios y los alvéolos pulmonares (Droge W, 2002).
1.3.2.2.- OXIGENO EN SINGULETE

El O, es un dirradical, esto es, tiene dos electrones libres o desapareados. Estos
electrones tienen el mismo giro, por lo que s6lo pueden interaccionar con los electrones
de otros elementos y compuestos que estén libres y que tengan el giro opuesto. Esta es
la razén por la cual el O, no es muy reactivo. El oxigeno en singulete (' 0,) se forma
cuando uno de los dos electrones libres capta energia y cambia de giro. Cuando esto
sucede, inmediatamente se aparea con el otro electron libre. Por eso hay dos especies
de oxigeno singulete, uno que tiene los dos electrones desapareados pero con giros
opuestos y el otro en el que estos electrones se han apareado. El primero decae muy
rapido y para la biologia solo tiene importancia el segundo. El ' O, también se forma
en la dismutacion espontanea del O, , de la descomposicion del H,O; o de los acidos
hipohalogenosos. También los lipoperoxidos, generados por algunos radicales, pueden

liberar ! 0O,

El 'O, es muy reactivo y es capaz de reaccionar con la mayoria de los compuestos
celulares. El producido fuera de las células reacciona fundamentalmente con las
membranas plasmaticas y el producido dentro de las células reacciona con el ADN, las
proteinas y los lipidos y otros compuestos celulares, cerca de donde se produce (Llédias

F y Rangel P, 1998).
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1.3.2.3.- RADICAL SUPEROXIDO.

El radical superoxido (O, ) se forma cuando el oxigeno capta un electron. Esto ocurre en
todos los organismos que respiran, pues una pequefia parte de los electrones que pasa
por la cadena respiratoria sale de ésta y es captada por O,. Esto ocurre principalmente a
nivel de la semiubiquinona o del ubiquinol y también del complejo I (NADH coenzima
Q reductasa). La ubiquinona puede aceptar con facilidad uno o dos electrones y cederlos
al O,. Ademas de la mitocondrial, las cadenas de transporte de electrones del reticulo
endoplasmatico y de la membrana nuclear también pueden generar O, . Los citocromos
P450, una superfamilia de proteinas capaces de hidroxilar una gran variedad de
xenobidticos, pueden generar O, . Algunas oxidasas como la NADPH, la oxidasa de

xantina y algunas peroxidasas inespecificas también producen O, .

Contrario a lo que generalmente se piensa, el O, es poco reactivo. Solo reacciona a una
tasa importante con las quininas, los fenoles, con el fierro libre o unido a algunas

proteinas, por ejemplo los centros (Fe-S) y también con otros radicales (el propio O, el

Oxido nitrico y los radicales fenoxi). La dismutacion espontinea de O, ocurre solo

cuando uno de los O, se protona para formar radical hidroperoxilo (HO;"), por lo que la
velocidad de reaccion es mayor mientras mas acido sea el medio.

El O, inhibe a algunas enzimas como la deshidrogenasa de 6-fosfogluconato, la
aconitasa y la fumarasa lo que afecta la reduccién del NAD" y el metabolismo
energético. También inhibe la tercera enzima de la via de sintesis de los aminoacidos
ramificados, la deshidratasa del dihidroxiacido, la reductasa de ribonucledtido que

genera los difosfatos de desoxirribonucledsidos para la sintesis del ADN, y una

fosfatasa de proteina, la calcineurina importante en la transduccion de sefiales. EI O

3+
reduce Fe

en Fe', reacciona con el ascorbato (10M™ s-') pero no reacciona con
NADPH, con el ADN, con los lipidos, ni con los aminoacidos de las proteinas (Droge
W, 2002).

La mayoria de los metales de transicion contienen electrones desapareados. Por eso,
muchos de los iones de los metales de transicion son radicales y pueden participar

donando o aceptando electrones. Asi el Fe’" en solucion cede un electron al O,
formando Fe*" y Oy, por el contrario, el Cu>" y el Mn>" aceptan un electron del O, con

lo cual catalizan la dismutacion del mismo. En la célula el fierro y el cobre pueden
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catalizar la autooxidacion de compuestos como el NAD(P)H, el ascorbato, los tioles, las
pteridinas reducidas y otros compuestos. La toxicidad del O, y del H,O, depende en

gran medida de la disponibilidad y la distribucion de estos metales de transicion.

1.3.2.4.- PEROXIDO DE HIDROGENO

La mayor parte del H,O, o agua oxigenada proviene de la dismutacion del O, , sin
embargo oxidasas tales como la de la xantina, la de aminoacidos, las oxidasas de
hexosas y las oxidasas de fenoles también lo producen. La concentracion de H,O, en
las células varia mucho dependiendo del organismo y del tejido y va desde pico o
nanomolar hasta cerca de 100 uM.

El H,O; es poco reactivo y puede difundir a través de los compartimientos celulares
aunque tiende a formar aductos con algunos carbohidratos, aminoéacidos y bases
nitrogenadas. No reacciona con compuestos como el NAD(P)H, el ADN, los lipidos o la
mayoria de las proteinas, inclusive a concentraciones milimolares. El H,O, es toxico

para la mayoria de las células a una concentracion de 10 a 100uM

1.3.2.5.- RADICAL HIDROXILO

Tanto el O, como el HO, son compuestos que reaccionan poco. Sin embargo, ambos
son toxicos principalmente porque generan ' O, y HO'. Cuando el H,0, acepta un
electron desapareado, por ejemplo, de un metal de transicion como el Fe*™ o el Cu”
entonces se fragmenta y forma el radical hidroxilo (HO" ) y el idén hidroxilo HO
(Reaccion de fenton). Este ultimo es inocuo, se protona para formar agua; en cambio, el
HO' es uno de los compuestos mas reactivos que existen. El HO' casi no se puede

difundir porque reacciona rapidamente y lo hace practicamente con cualquier

compuesto en el sitio donde se produce (Droge W, 2002).

1.3.2.6.- OXIDO NITRICO

La relajacion de la fibra muscular lisa como componente estructural activo de la pared
vascular, da origen a una vasodilatacion directa. El agente que desencadena este proceso
fue en un principio conocido como el factor relajante derivado del endotelio (EDRF),
descubierto por Furchgott y Zawadzki en 1980 (Furchgott RF y Zawadzki JV, 1980).

Este factor, es producido por la célula endotelial como consecuencia de estimulos

16



fisiologicos y quimicos que in vivo pueden ejercer la acetilcolina y/o la bradicinina
sobre sus respectivos receptores en la pared endotelial. Los experimentos decisivos que
permitieron identificar al EDRF como 6xido nitrico (NO) fueron llevados a cabo de
forma independiente por Ignarro, por Furchgott, y por Salvador Moncada. Los tres
investigadores descubrieron que tanto el NO como el EDRF compartian caracteristicas

comunes que apuntaban a una unica identidad (Moncada S et al, 1991).

El 6xido nitrico (NO) es un gas con las propiedades de los radicales libres, que actia
como una molécula mensajera de gran inestabilidad y vida corta, difunde por cualquier
punto de la membrana de la célula productora, para actuar intercelularmente sin requerir
ningun tipo de transportador de membrana. En el caso de que la diana sea la célula
muscular lisa que forma la pared vascular, estimula en ella, a la guanilato ciclasa soluble
para catalizar la sintesis del guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (Murad F et al,
1990) y con ello inducir definitivamente la relajacion muscular y por ende, la
vasodilatacion, regulando el flujo y la presion sanguinea (Moncada S et al, 1989;

Vanhoutte PM, 1989; Luscher TF, 1991).

El NO es moderadamente soluble en el agua, siendo mucho mas soluble en solventes
no polares como el N-hexano, tendiendo a disolverse de manera selectiva en las
membranas y en las fases lipidicas de las células por ser altamente lipofilico. Usando
microsensores no selectivos para NO, se han demostrado concentraciones altas de NO
en zonas adyacentes a la membrana plasmatica de una célula endotelial productora de
NO. La constante de difusion del NO en agua es generalmente del rango de 2-4x107
cm’/s, valor que se aumenta significativamente con la temperatura. Se ha calculado que
la difusién detectada mediante microsensores en condiciones fisioldgicas idoneas a
37°C corresponde a 3,3 x 10 cm?/s. En base a estos calculos, podemos sefialar, en
procesos de difusion simulada del NO, que esta molécula puede perfundir
sorprendentemente a largas distancias desde las células que la producen hasta el punto

de interaccion con las células dianas (Lancaster JR, 1994).

El NO es una molécula no cargada que actia como un radical libre, ya que de sus 11
electrones de valencia uno no estd apareado, siendo esta molécula paramagnética, lo
cual es una propiedad importante entre sus caracteristicas quimicas. Entre las

interacciones quimicas mas comunes del NO en los sistemas biologicos destaca la
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estabilidad que alcanza el electron no apareado con otras especies paramagnéticas -
oxigeno, superdxido, radicales peroxidos- o la formacion de complejos entre el NO y un
metal, dando origen en la mayoria de los casos a especies diamagnéticas estabilizadas

en las que el electrén no apareado estd compartido entre el NO y el metal.

El NO reacciona de manera muy rapida con el superdxido para producir inicialmente el

peroxinitrito:
NO + O, — ONOO

Este anion es altamente oxidativo, capaz de oxidar tioles y las bases del DNA, ademas
de iniciar la peroxidacién de lipidos independiente de la presencia de metales. En
presencia de ciertos metales, el peroxinitrito permite formar especies tales como NO,",
las cuales pueden nitrar compuestos fendlicos, incluyendo los anillos aromaticos de las

proteinas (Ischiropoulos H et al, 1992; Beckman JS et al, 1992)

En condiciones fisiologicas, el conjugado acido del peroxinitrito, el acido peroxinitroso
(ONOOH, pk, = 6,8 a 25°C) es altamente reactivo y posee la reactividad de los radicales
hidroxilos (Prior WA y Squadrito GL, 1995).

La ruptura homolitica del ONOOH genera el radical reactivo 'NO,, el cual puede
contribuir también a la toxicidad del acido peroxinitroso (Zhu L et al, 1992). Sin
embargo, alguna proporcion de ONOOH se desprotona espontaneamente para formar el

anion nitrato que es no reactivo (Crow JP et al, 1994).

El NO también reacciona con el radical peroxilo. Esta reaccion puede ser vista como
una actividad antioxidante del NO, donde las reacciones en cadena de los radicales

lipidicos son terminadas por la reaccion del NO con los radicales alcoxil y peroxil.

Otro potencial efecto antioxidante del NO es su reaccion con el propio peroxinitrito

(RubboH, RadiR. et al, 1994).

En las células de los mamiferos la vida media del NO es relativamente corta (5-10 s)
(Ignarro LJ et al, 1993) y la maxima concentracion del NO estd en rangos

micromolares.
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El NO es producido por una familia de enzimas que se denominan sintasas del 6xido
nitrico (NOS). Se ha clasificado a las NOS en al menos dos isoformas, una de las cuales
es constitutiva (cNOS) y la otra inducible (iNOS). Con la denominacion cNOS
identificamos a la vez a dos isoformas; una denominada endotelial (eNOS), por estar
mayoritariamente presente en las células endoteliales de la pared de los vasos (Moncada
S et al, 1991; Myers PR et al, 1990), esta isoforma también se le ha clasificado como
NOS 1II. La otra NOS constitutiva ha sido denominada neuronal (nNOS) por
encontrarse preferentemente en el cerebro, médula espinal y sistema nervioso periférico,
reconociéndose también como NOS I. Finalmente, la isoforma de la NOS inducida por
estimulos inmunolégicos o inflamatorios se la conoce como iNOS y también, como en
el caso de las anteriores, se ha clasificado como NOS II. La presencia de las diferentes
isoformas de la enzima NOS ha sido identificada en numerosos tejidos de mamiferos
(Moncada S et al, 1991; Rodrigo J et al, 1998; Esteban FJ et al, 1998), peces (Esteban
FJ et al, 1998) e invertebrados (Elphick MR y Green IC, 1993; Elphick MR y Riveros
Moreno V, 1993; Gelperin A et al, 1994).

La localizacion cromosdmica de los genes de las diferentes isoformas de la NOS ha sido
determinada mediante Southern blotting, usando el cDNA especifico de cada isoenzima
e hibridando lineas celulares humanas, de rata y raton. Estos genes forman una familia
que se encuentra dispersa en tres cromosomas. El gen de la isoforma nNOS (160 Kb)
aparece localizado en el cromosoma 12 humano (12q 24.2) (Kishimoto J et al,1992; Xu
W etal, 1993), el gen de la isoforma de la eNOS (21-22 Kb, 26 exones) corresponde al
cromosoma 7 (Xu W et al, 1994) y finalmente, el gen de la isoforma iNOS (37 Kb, 26
exones) se localiza en el cromosoma 17, estando situados en este caso los genes a cada

lado del centromero (17cen-17q 11.2) (Xu W et al, 1994; Moncada S et al, 1997).

La actividad de las NOS ha sido detectada en varios organos y tejidos tales como el
tracto digestivo, timo, piel, musculo esquelético, rifion, corazén y arterias (Salter M et
al, 1991). Las tres isoformas participan en la conversion del sustrato L-arginina en L-
citrulina y producen equimolarmente NO, siendo su actividad dependiente de
Ca*/calmodulina. En la célula endotelial la actividad de la isoforma eNOS depende de
la concentracion intracelular de Ca®" libre que modula asi la sintesis del NO y por lo

tanto el tono vascular.
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Las isoformas neuronal y endotelial de la NOS, aunque tienen propiedades similares,
muestran claras diferencias, ya que su localizacion en las células que las contienen es
distinta. Es citosolica para la isoforma nNOS mientras que la eNOS esta asociada a la
membrana. (Forstermann U et al, 1991; Mitchell JA et al, 1991). Esta tultima, al
contener un sitio de miristoilacion en su extremo N-terminal (Pollock JS et al, 1991),
facilita su anclaje a la membrana mediante el acido miristico. Por esta razon, se le
reconoce también con el nombre de particulada (Sessa WC, 1994; Marletta MA, 1993;
Griffith OW y Stuerh DJ, 1995). No obstante, se ha demostrado, por mutagénesis en el
sitio de miristoilacion, que podria existir una eNOS también citosélica (Sessa WC et al,
1993). En este sentido es probable que las eNOS, tanto la soluble como la particulada,
sean un mismo producto génico. Busconi y Mitchel (Busconi L y Mitchell T, 1993)
demostraron que la isoforma eNOS era también palmitoilada, que es una condicion
fuertemente relacionada con la condicion de estar asociada a la membrana, sugiriéndose
que la miristoilacion era necesaria, pero no, suficiente para su anclaje a la membrana y
que el hecho de ser palmitoilada reversiblemente podria controlar esta asociacion. Las
diferencias entre la nNOS y la eNOS también han sido demostradas a través de su
inmunorreactividad, ya que estas isoformas reaccionan especificamente con anticuerpos
especificos poli y monoclonales desarrollados para su reconocimiento (Springall DR et

al, 1992).

La isoforma nNOS ha sido localizada fundamentalmente en las células nerviosas y se ha
demostrado que se presenta en altas concentraciones en el cerebelo, hipotalamo, cerebro
medio, estriado e hipocampo, y en bajas concentraciones en la médula oblongada
(Forstermann U et al, 1990). La isoforma nNOS fue purificada del cerebelo de rata
(Bredt DS y Snyder SH, 1990; Knowles RG et al, 1990) y clonada en el cerebro de
rata (Stuehr DJ y Griffith OW, 1992) y humano (Bredt DS y Snyder SH, 1989). La
isoforma nNOS ha sido descrita como un homodimero soluble de 155 kDa (Bred D y
Snyder SH, 1990; Schmidt HW y Murad F, 1991) mostrando una homologia con el
citocromo P450 reductasa (Bredt DS et al, 1991). La isoforma eNOS muestra un
tamafio de 135 kDa (Pollock JS et al 1991). Estas isoformas de la enzima cNOS, tienen
zonas de reconocimiento para NADPH, FAD, FMN, calmodulina y para el grupo hemo
(hierro protoporfirina IX) (Stuehr DJ y Griffith OW 1992; Bredt DS et al, 1991). Todo
ello hace que estas isoformas tengan semejanza con la familia de las hemoproteinas

monooxigenasas y con las enzimas que actian en el citocromo P450 (Marletta
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MA,1993; Xu W et al, 1994; Griffith OW y Stuerh DJ, 1995). Las isoformas cNOS son
totalmente dependientes de Ca®" y calmodulina, actuando sobre la L-arginina, NADPH
y el oxigeno molecular como substratos y utilizando como cofactores los FAD y FMN
(Moncada S et al, 1991; Bredt DS y Snyder SH, 1990; KnowlesRG et al, 1990; Bredt
DS y Snyder SH, 1989; Garthwaite J, 1991). Su actividad enzimatica puede controlarse
por fosforilizacion (Nakane M et al, 1991), la cual se incrementa por otro cofactor, la

tetrahidrobiopterina (BH4) (Giovanelli J et al, 1991).

La iNOS ha sido detectada en el citosol de macrofagos (Hevel IM et al, 1991; Yui Y et
al, 1991; Lyons CR et al 1996) mostrando una conformacion dimérica y masa
molecular de 135 kDa. Sin embargo, existen reportes de isoformas de iNOS de mayor
peso molecular (200kDa) las cuales han sido identificadas en plaquetas (Chen LY y
Mehta JL, 1996). La iNOS también ha sido localizada en hepatocitos, células tumorales,
neutrofilos, células plasmaticas, linfocitos, células mesangiales, células endoteliales y
células musculares lisas de la pared vascular (Moncada S et al, 1991; Wright CD et al,
1989). La expresion de la isoforma iNOS es estimulada en presencia de
lipopolisacaridos (endotoxinas) y citocinas proinflamatorias (Salter M et al, 1991).
También la isoforma iNOS puede expresarse en las células nerviosas de la corteza
cerebral de ratas que han sido sometidas a hipoxia y deprivacion de glucosa (Moro MA
et al, 1998), o de cerebros que han sufrido una agresion isquémica intensa y
permanente durante la edad adulta o durante el parto (Rodrigo J et al 1998), o en ratas
sometidas a estrés cronico (Olivenza R et al, 2000); para su completa actividad la
enzima requiere NADPH, FAD y FMN vy en cierta medida BHy y glutation (Hevel IM
et al, 1991), no necesitando, a diferencia de las isoformas cNOS, Ca’" ni calmodulina

adicional para la sintesis de NO.

Como caso especial se ha sefialado que las células endoteliales presentan una NOS
dependiente de Ca®" y otra NOS independiente de Ca”"; siendo por esta circunstancia el
primer ejemplo de un tipo celular que puede poseer a la vez los dos tipos de NOS, la
constitutiva y la inducible, lo que justificaria que en los cultivos de células endoteliales
de cerebro de raton se puedan producir grandes cantidades del NO después de ser
activadas con el interferon-y, en combinacion con cualquier inmunoactivador (Gross BB

etal, 1991).
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En el sistema cardiovascular las tres isoformas de NOS tienen implicaciones en su
fisiologia y fisiopatologia. La eNOS es importante en la regulacion vascular,
manteniendo una vasodilataciéon adecuada y protegiendo a la intima de los agregados
plaquetarios y de la adhesion leucocitaria, ademas de inhibir la proliferacion del
musculo liso de la pared. La isoforma nNOS del sistema nervioso central y periférico
puede también contribuir a regular la presion sanguinea. En las enfermedades asociadas
a hipercolesterolemia, diabetes e hipertension, que estan caracterizadas por una
disfuncién endotelial, esta reducida la capacidad de vasodilatacion mediada por el
endotelio. El estrés oxidativo y la inactivacion del NO por los aniones superoxido
desempefian un papel importante en estos estados patoldgicos. La administracion de L-
arginina como sustrato de NOS o BH4 como cofactor, se ha descrito (Gross BB et al,
1991), pueden aliviar la disfuncion endotelial en varias de estas condiciones. En las
lesiones cerebrovasculares, las isoformas nNOS y la iNOS desempefian un papel clave
en la neurodegeneracion, mientras que la eNOS tiene importancia para el
mantenimiento del flujo sanguineo cerebral y la prevencion del dafio neuronal. En la
sepsis, las endotoxinas bacterianas y/o la citocinas proinflamatorias, inducen la
expresion de iNOS en la pared vascular lo que origina la produccion de grandes
cantidades de NO que actia como un mediador en la vasodilatacion arteriolar inducida

por endotoxinas y el choque séptico (Gross BB et al, 1991).

En la sintesis de NO por la accion de la NOS en células de mamiferos intervienen 5
electrones del nitrégeno guanidino de la L-arginina, 1,5 moles de NADPH y 2 de
dioxigeno por cada mol de NO formado. La reaccion requiere ademas BHs, FAD, FMN,
iones Ca®’, calmodulina y grupo hemo como cofactores. La reaccion consiste en dos
pasos separados de monooxigenacion, consistiendo el primer paso en la incorporacion
de un atomo de O, al substrato, a la vez que otro atomo se reduce hasta agua,
obteniéndose la N-hidroxi-L-arginina como producto intermedio. El segundo paso
cuenta con que un electron de la NADPH, otro de la N-hidroxi-L-arginina y el O, en
forma de dioxigeno-hierro atacan al carbono guanidino de la N-hidroxi-L-arginina,
facilitando la incorporacion de O, y la ruptura de enlace C-N, liberando un atomo de
nitrégeno y dando lugar a L-citrulina. Ademads, en esta segunda reacciéon un atomo de

O, se reduce hasta agua y otro se une al nitrégeno para formar el NO.
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En las células de los mamiferos, existen muchas fuentes enzimaticas que generan
especies reactivas de oxigeno (ROS) en especial O,, estas incluyen: la respiracion
mitocondrial, citocromo P450, xantina oxidasa, NADH/NADPH oxidasa, sintasa del
oxido nitrico (NOS), peroxidasa y otras hemoproteinas. Tres de estas enzimas han sido
estudiadas extensamente en el sistema cardiovascular estas incluyen: NAD(P)H oxidasa,

xantina oxidasa y sintasa del 6xido nitrico.
1.3.3.- FUENTES DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y NITROGENO
1.3.3.1.- NADPH OXIDASA

La oxidasa de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) es la principal
fuente de ROS en células vasculares. La NADPH oxidasa del sistema cardiovascular es
una enzima asociada a la membrana que cataliza la reduccion del oxigeno molecular

usando un electron donado por la NADH 6 NAD(P)H (Griendling KK et al, 2000).
NAD(P)H +20,————> NAD(PP)" +H" +20;"

Después de la estimulacidon por diversos agentes, el O, se produce en minutos u horas
en la célula endotelial o en las células del musculo liso vascular (Griendling KK et al,
1994; Cai H y Harrison CH, 2000). Uno de los atributos mas importantes de la oxidasa
cardiovascular es la respuesta que tiene a hormonas, sustancias vasoactivas como la
angiotensina II, trombina, PDGF y TNFa, fuerzas hemodindmicas y cambios
metabolicos locales. La NAD(P)H oxidasa vascular comprende cuando menos cuatro
componentes: los asociados a la membrana celular p22phox, y gp9phox, o sus
homologos gp91phox (nox2), nox 1y nox 4, y las subunidades citosdlicas, p47phox y
p67phox. (Lassegue B y Clempus RE, 2003 y Touyz RM y Tabet F 2003).

Varios estudios plantean que la estimulacion del receptor AT, por angiotensina Il en
células de musculo liso vascular estimula la produccion de O, a través de la NADPH
oxidasa ya que la estimulacion de este receptor activa a la enzima fosfolipasa C (PLC),
por la subunidad alfa de la proteina G (Ga) (Lassegue B y Clempus R, 2003;
Landmesser U y Cai H, 2002). La PLC produce inositol trifosfato y (IP3) y
diacilglicerol (DG). El IP; libera calcio de las reservas intracelulares y el DAG

contribuye a la activacion de la proteina cinasa C (PKC), la cual fosforila a la subunidad
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p47phox de la NAD(P)H oxidasa, activando asi a la enzima y liberando O, a los
compartimentos intracelulares. Estudios in vitro sugieren que la subunidad p47 phox es
muy importante en la produccién de O, en células de masculo liso que han sido

estimuladas por angiotensina II (Griendling KK et al, 1994; Zhang H y Schmeisser A,
1999; Lavigne MC y Malech HL 2001; Schieffer B y Luchtefeld M, 2000). Diversos
estudios han demostrado el papel que desempefia la NADH/NADPH oxidasa en la

hipertension inducida por angiotensina II. En un cultivo de células de musculo liso

vascular de rata, la angiotensina II es capaz de estimular la generacién de O,
aumentando la actividad de la NADH/NADPH oxidasa (Griendling KK et al, 1994).

En ratas infundidas cronicamente con angiotensina II, la produccion vascular de O, se

aumenta dramaticamente por la actividad de la NADH/NADPH oxidasa (Rajagopalan S
y Kurz S, 1996). La presion arterial y la reactividad vascular se restaura en estas ratas
administrando exdgenamente liposomas encapsulados de superoxido dismutasa (SOD)
(Laursen JB y Rajagopalan S, 1997).0Otros estudios han demostrado que en la
hipertension inducida por angiotensina II, existe un aumento en la expresion del RNAm
de otra subunidad de la NADPH oxidasa: la p22phox (Fukui T y Ishizaka N,
1997).Todas esta evidencias hacen responsables a la activacion de la NADH /NADPH
oxidasa, en especial a las subunidades p47 phoxy p22phox, de la produccion excesiva

de O, en la enfermedad cardiovascular.
1.3.3.2.- XANTINA OXIDASA

La xantina oxido-reductasa es una molybdoenzima capaz de catalizar la oxidacion de
hipoxantina y xantina en el metabolismo de las purinas. La xantina oxido-reductasa
existe en dos formas interconvertibles una como xantina deshidrogenasa y la otra como
xantina oxidasa. La primera reduce NAD" mientras que la segunda prefiere oxigeno
molecular, formando O, y H,O,. En las células endoteliales, la actividad y expresion
de la xantina oxidasa se aumenta por interferéon y (Dupont GP y Huecksteadt T, 1992).
Los primeros estudios realizados en ratas espontaneamente hipertensas sugieren que el
O, producido por la xantina oxidasa altera la biodisponibilidad del NO. En estos
animales la administracion de una forma recombinante de SOD disminuye
dramaticamente la presion, mientras que el inhibidor de la xantina oxidasa, oxypurinol,

también disminuye la presion lo que sugiere fuertemente que la xantina oxidasa

24



desempefia un papel muy importante en el desarrollo de hipertension arterial generando
0O, (Nakazono K y Watenebe N, 1991; Suzuki H'y Swei A, 1995). Sin embargo, existen
algunas dificultades técnicas para estudiar a la enzima, entre las que se puede
mencionar la carencia de un ensayo sensible que permita identificar la actividad de la
enzima en cantidades pequefias de tejido, ademas de no estar disponible un anticuerpo
contra la enzima que facilite la cuantificacion de la expresion de la enzima (Suzuki H y

Swei A, 1995).

1.3.3.3.- SINTASA DEL OXIDO NITRICO ENDOTELIAL (eNOS)

Una tercera enzima capaz de producir O, es la sintasa del 6xido nitrico endotelial
(eNOS). Esta enzima utiliza L-arginina como sustrato y requiere que Ila
tetrahidrobiopterina (BH4) esté cerca del grupo hemo para producir NO. En ausencia
del sustrato o BHy, la eNOS produce O, . (Pou S y Pou WS, 1992; Vasquez-Vivar y
Kalyanaraman B, 1998; Heinzel B y John M, 1992). EIl mecanismo por el cual la eNOS
esta desacoplada no es muy claro todavia. Sin embargo, estudios recientes sugieren que
el peroxinitrito, producto de la reaccion entre NO y O, puede oxidar a la BHy vy
desacoplar a la eNOS in vivo con lo que no se forma el dimero de eNOS ya que la BH,4
es la unién entre los dos mondmeros (Bech-Laursen J y Somers M, 1994). La eNOS
desacoplada en el endotelio produce estrés oxidativo y disfuncion endotelial por 3

mecanismos principalmente:

e La produccion enzimatica de NO disminuye, permitiendo que los radicales libres
ataquen otros blancos celulares (Moncada S et al, 1991).

e La enzima comienza a producir O, contribuyendo al estrés oxidativo (Rubbo H
et al, 1994).

e Cuando la eNOS esté parcialmente desacoplda produce simultineamente NO y
O,, bajo estas circunstancias la eNOS se convierte en un generador de

peroxinitrito aumentando drasticamente el estrés oxidativo (Pryor WA y

Squedrito GL, 1995).
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1.4-DANO QUE CAUSAN LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y
MECANISMOS DE REPARACION.

Los organismos poseen la habilidad de adaptarse rapidamente ante el estrés oxidativo.
En general, un estimulo oxidante de baja intensidad hace que una célula pueda resistir,
posteriormente, condiciones mas oxidantes sin suftrir dafios irreversibles. Sin embargo,
las especies reactivas de oxigeno que se producen en cualquier estado fisiologico,

interacttian con el ADN, proteinas y lipidos causando dafio en algunos casos.
1.4.1.- ADN.

En condiciones normales en el ADN ocurre, a una tasa muy baja pero continua, la
pérdida de bases, la desaminacion de la citosina en uracilo, de la 5-metilcitocina en
timidina y la ruptura de una o las dos hebras del ADN. Estas alteraciones se
incrementan considerablemente con el estrés oxidativo (Marnett LJ y Plastaras JP,
2001; Pleschke JM y Kleckzkowska HE, 2000) En muchas células se generan
modificaciones en las bases del ADN cuando se les afiade H,O,. Esto se debe en gran

parte a los metales de transicion, fundamentalmente Fe®', que se encuentran unidos al
ADN y que en presencia de H,O, generan HO que modifica las bases del mismo. El

HO' puede atacar tanto a las purinas como a las pirimidinas, asi como la desoxirribosa y
ademés, generar rupturas en el ADN. El 'O, es mas selectivo y generalmente produce
solo aductos de guanina, sobre todo la 8-hidroxiguanina (Esquema 3). La 8-
hidroxiguanina también se puede generar a través de otras reacciones. En condiciones
de estrés oxidativo las proteinas que normalmente estan unidas al ADN pueden generar
uniones covalentes con ¢€l, por ejemplo, una unién entre una tirosina y una timina.
Asimismo, los lipoperoxidos pueden reaccionar con el ADN y modificarlo. E1 ADN de
las mitocondrias y del cloroplasto también se modifica. De hecho, el ADN mitocondrial
de los animales generalmente presenta un mayor nimero de modificaciones que el ADN

nuclear.
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AI%HO'—- AI%-OH

Esquema 3. Productos de oxidacién en el ADN. La 8-hidroxiguanina es el principal producto de
oxidacién de las bases nitrogenadas especialmente con el 'O, (Tomado de: Marnett LJ y Plastaras JP,
2001).

Los cambios en las bases nitrogenadas pueden generar mutaciones cuando se duplica el
ADN. Por ejemplo, la 8-hidroxiguanina puede hacer puentes de hidrogeno con una
adenina en vez de con una citosina y la 8-hidroxiadenina con una guanina en vez de con
una timina. Cuando hay rupturas en el ADN se activan las polimerasas de poli-ADP-
ribosa (PARP) que unen residuos de ADP-ribosa formando cadenas ramificadas unidas
a residuos de glutamato de la propia PARP y de algunas proteinas que estan asociadas

con el ADN (Pleschke JM y Kleckzkowska HE,2000).
1.4.2.- PROTEINAS

Las proteinas son las que llevan a cabo la mayoria de las funciones celulares. Muchas
proteinas son capaces de absorber una gran cantidad de oxidaciones sin que
aparentemente se vea afectada su funcion. Sin embargo, es indudable que las
consecuencias de las alteraciones en algunas funciones, por ejemplo la recepcion y
transmision de sefiales, el transporte de iones, la duplicacion y la reparacion del ADN,
las respuestas a condiciones de tension y metabolismo energético, la transcripcion y
traduccion pueden ser criticas para la célula. Algunas enzimas se inactivan o se activan
con el O, y el H,0, cuando interaccionan con metioninas o cisteinas susceptibles. Estas
reacciones son reversibles y por ello tienen importancia en la regulacién de algunas

actividades enzimaticas. La mayoria de los dafios en las proteinas son ocasionados por
el HO ; este reacciona con cualquier aminoacido en el sitio donde se forma,

generalmente son sitios en donde se encuentra un metal de transicion. El 'O, es mas
selectivo y reacciona particularmente con los aminoacidos triptofano, tirosina, histidina,
lisina, metionina y cisteina. También reaccionan con el grupo hemo de las catalasas de
las células humanas (Davies MJ y Dean RT, 1997). El grado de oxidacion de las

proteinas de una célula se puede medir detectando carbonilos en la proteina total
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purificada. Los carbonilos se forman por la oxidacion de la prolina y la arginina en

semialdehido de glutamato y por rupturas de la cadena peptidica (Esquema 4).

Argining —— ——— = o

Frolina

Esquema 4. Producto de oxidacion de las proteinas. La prolina y la arginina generan el semialdehido de
glutamico. El carbonilo que se forma se detecta por la formacion de la base de Schiff ( Tomado de:
Davies MJ y Dean R, 1997).

Los dafios producidos por el HO' y el 'O, son irreversibles y en términos generales

marcan las proteinas para su degradacion (Davies MJ y Dean 1997). En los eucariontes,
la mayoria de las proteinas oxidadas se degradan en el citosol y so6lo algunas en los
lisosomas. El reconocimiento de los sitios oxidados, halogenados o la exposicion de
regiones hidrofobicas determinan la ubiquitinacion de las proteinas y su degradacion en
el proteosoma. La ubiquitina es una proteina pequefia que se une covalentemente a las
lisinas de las proteinas alteradas a través de un sistema de tres enzimas. La primera
enzima utiliza ATP para activar el carboxilo terminal de la ubiquitina y unirlo a una de
sus cisteinas, la segunda acarrea la ubiquitina y la tercera transfiere la ubiquitina al -
amino de una lisina de la proteina alterada. Otro grupo de proteinas reconoce las
proteinas ubiquitinadas y las lleva al proteosoma donde son degradadas (Davies MJ y

Dean R, 1997).
1.4.3.- LIPIDOS

Las membranas celulares contienen fosfolipidos que tienen acidos grasos con varias
dobles ligaduras. Estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la oxidacion que
los &cidos grasos saturados y los monoinsaturados porque los metilenos entre dos dobles
ligaduras pueden perder facilmente un hidrégeno (hidrégeno alilico). Las especies
reactivas de oxigeno que pueden capturar estos hidrégenos son el HO . Una vez
generado el radical carbono en un acido graso, éste reacciona con el O; para formar un
radical peroxilo. El radical peroxilo puede robar un hidrogeno alilico a otro metileno

con lo cual se propaga la reaccion. Asi una iniciacion puede generar muchos
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A)

B)

0

D)

lipoperéxidos (Esquema 5). El 'O, genera endoperéxidos con los acidos grasos
poliinsaturados que se descomponen en presencia de fierro formando radicales alcoxilo
que contribuyen a la propagacion de la lipoperoxidacion. Los lipoperoxidos se pueden
reducir mediante glutation peroxidasa de fosfolipidos o son eliminados a través de las
fosfolipasas como la accion de la fosfolipasa A,, que aumenta su expresion y actividad

durante el estrés oxidativo (Davies MJ y Dean RT, 1997).
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Esquema 5. Oxidacion de lipidos. A) La abstraccion de un
hidrégeno arilico genera un radical en un carbono. B) éste puede migrar, con lo cual hay un reacomodo
de las dobles ligaduras y C) en presencia del dioxigeno se genera un radical peroxilo que D) se puede
apropiar de un hidrégeno de otro lipido, con lo que se propaga la reaccién (Tomado de: Davies MJ y Dean RT,
1997).

1.5- ESTRES OXIDATIVO E HIPERTENSION.

Existen importantes evidencias clinicas que indican que las ROS juegan un papel
fisiopatoldgico preponderante en el desarrollo de la hipertension. Esto se debe, en gran
medida al exceso de O, y a la disminucion en la biodisponibilidad de NO en el arbol
vascular, en el rifion y al remodelado cardiovascular mediado por ROS (Touyz RM,

2003; Chabrashvilli T et al 2002; Kishi T et al 2004).

En la hipertension humana los marcadores biologicos del estrés oxidativo sistémico
estan elevados (Rendon J et al 2003). El tratamiento con superoxido dismutasa (SOD) u
otros antioxidantes mejora las funciones vascular y renal, regresa el remodelado
vascular y desciende la presion arterial (Rodriguez Iturbe B et al 2003; Virdis A et al
2004). Los modelos de ratones deficientes en enzimas generadores de ROS tienen
presiones arteriales bajas en comparacion con testigos normales y la infusion de

angiotensina II no produce hipertension en esos animales (Landmesser U et al 2002).
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Mas atn modelos experimentales con compromiso de la capacidad antioxidante
desarrollan hipertension (Tanito M et al 2004). En células de musculo liso vascular
cultivadas y arterias aisladas de ratas hipertensas y de humanos la produccion de ROS
esta aumentada, la sefial redox-dependiente esta amplificada y la actividad antioxidante
reducida (Touyz RM y Schiffrin EL, 2001). Por ende la evidencia en multiples niveles

avala el papel del estrés oxidativo en la patogenia de la hipertension.

Las ROS vasculares se producen en el endotelio, adventicia y células de musculo liso
vascular y derivan primariamente de la NAD(P)H oxidasa (Lassegue B y Clempus RE,
2003). Fisiologicamente las ROS se producen en forma controlada en bajas
concentraciones y funcionan como moléculas de sefial (Touyz RM y Tabet F, 2003)
para mantener la integridad vascular regulando la funcién endotelial y la contraccion-
relajacion vascular. En condiciones patologicas, el aumento de la actividad de las ROS
conduce a disfuncion endotelial, aumento de la contractilidad, crecimiento de musculo
liso vascular, invasion de monocitos, peroxidacion lipidica, inflamacion etc, todos estos
factores son importantes en el dafio vascular de la hipertension (Diep QN et al 2002;

Taniyama Y y Griendling KK, 2003).

El compromiso de la vasodilatacion mediada por el endotelio en la hipertension ha sido
vinculada a la disminucion en la biodisponibilidad del NO. Esta puede ser secundaria a
la disminuciéon en la sintesis o al aumento de la degradacion del NO como
consecuencia de la interaccion del O, , para formar peroxinitrito (Landmesser U et al,

2003).

El estrés oxidativo vascular ha sido demostrado en hipertension espontanea (genética) y
experimental. Las ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y las SHR-SP (proclives a
accidentes cerebro vascular), modelos genéticos que desarrollan hipertension
espontaneamente, presentan incremento en el flujo de O,, generado por NADPH en
los vasos de resistencia (mesentéricos) y de conduccion (aorta) (Rodriguez Iturbe B et
al 2003; Tanito M et al 2004; Shokoji T et al, 2003). Esto se asocia con la
sobrexpresion de subunidades de NAD(P)H oxidasa y con un aumento de la actividad
de la misma (Kishi T et al 2004; Virdis A et al 2004; Shokoji T et al, 2003; Parravicini
TM et al 2004). En ratas espontaneamente hipertensas se han podido identificar varios

polimorfismos en el promotor del gen p22phox (Zalba G et al 2001); este hecho tiene
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implicaciones clinicas, debido a que se ha descrito la asociacion de este polimorfismo y

la produccion de O,, mediada por la NAD(P)H oxidasa en la pared vascular de

pacientes con hipertension y aterosclerosis O,, (Moreno MU et al, 2003). El aumento
en la expresion de la subunidad p47phox se ha observado en los vasos del rifion, macula
densa y nefron distal de ratas espontaneamente hipertensas jovenes, hecho que sugiere
que la sobre regulacion de la NAD(P)H oxidasa renal precede al desarrollo de la
hipertension (Kishi T et al 2004; Fujii S y Zhang L, 2003). La disminucion de la
biodisponibilidad del NO es consecuencia del aumento en la generacion vascular de O,
y la subreregulacion del sistema redox que también puede contribuir al estrés oxidativo
en las ratas espontaneamente hipertensas y en la espontdneamente hipertensas propensas
al accidente cerebro vascular (Touyz R.M, 2003; Tanito M et al 2004). Tomados en
conjunto estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo en la hipertension genética
comprende el aumento en la actividad de la NAD(P)H oxidasa y la disfuncion de la
sintasa del 6xido nitrico endotelial (desacople de la eNOS), lo que es regulado en parte,

por los receptores AT1.

El estrés oxidativo vascular también ha sido demostrado en hipertension inducida
experimentalmente, como es el caso de la mediada por Angll, la hipertension Dahl salt-
sensible, la inducida por plomo, la hipertension relacionada con la obesidad, Ila
hipertension por mineralocorticoides y la provocada por aldosterona (Nishiyama A et
al, 2004; Virdis A y Fritsch Neves M, 2002; Dobrian AD et al 2004). La activacion de
la NAD(P)H oxidasa , la xantina oxidasa vasculares y el desacople de la 6xido nitrico
sintasa endotelial han sido responsabilizados en la amplificacion de la generacion del
O,  en la hipertension experimental. La inhibicion de la generacion de ROS con
adipocinina (inhibidor de la NAD(P)H oxidasa o con allopurinol (inhibidor de la
xantino-oxidasa) y la depuracion de radicales con antioxidantes o con enzimas
antioxidantes simula al descenso de la presion arterial y evita el desarrollo de
hipertension en la mayoria de los modelos experimentales (Rodriguez Iturbe B et al
2003; Virdis A et al 2004; Shokoji T et al, 2003; Park JB y Touyz RM, 2002; Fujii S y
Zhang L, 2003).
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1.6.- Enzimas antioxidantes.

El dafio que causan las especies reactivas de oxigeno es contrarrestado en gran medida
por los mecanismos antioxidantes celulares y los mecanismos de recambio y reparacion.
Los mecanismos antioxidantes son muy diversos en cada organismo, célula o tejido y
predominan algunos sobre otros. Hay compuestos antioxidantes con varias funciones,

enzimas antioxidantes que mantienen en forma reducida dichos compuestos

antioxidantes y enzimas que eliminan el O, y el H,O, evitando asi la formacion del O, ,

y del HO. Aparte de los mecanismos antioxidantes especificos, muchos otros
compuestos y enzimas contribuyen de diversas maneras a mantener el estado redox

natural. La mayoria de las células tienen una bateria de enzimas que desechan el O, , el

H,0, y el NO. El O, solo puede atravesar las membranas celulares como HO, o a

través de poros i6nicos. Es posible que debido a ello se requiera tener una dismutasa
de superdxido (SOD) en cada compartimiento celular limitado por una membrana. El
H,0, se produce principalmente por la dismutacion del O, pero también de muchas
oxidasas que, tal vez por esa razon, se encuentran confinadas a vesiculas, como los
peroxisomas, glioxisomas, lisosomas, etc. Asi, la concentracion local de H>O, puede
variar entre nanomolar y milimolar o incluso cerca de 0.5 molar, dependiendo del sitio

de su produccion y de la célula o el tejido (Miura H y Bosnjak JJ, 2003).

Se define como antioxidante a aquellas sustancias que, presentes a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o
previene su oxidacion. El antioxidante, al chocar con el radical libre cede un electron, se

oxida y se transforma en un radical libre débil no toxico.

Los antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos
alimentos pueden bloquear el dafio producido por los radicales libres, entregando
electrones que estabilizan y neutralizan sus efectos dafiinos. Son sustancias que tienen la
capacidad de inhibir la oxidacién causada por los radicales libres, actuando algunos a
nivel intracelular y otros en la membrana de las células, siempre en conjunto para

proteger a los diferentes 6rganos y sistemas (Hasnain Bl y Mooradian AD, 2004)
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Los mecanismos enzimaticos antioxidantes pueden ser enddgenos que incluyen a las
enzimas superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation y la coenzima Q
y los mecanismos antioxidantes exdgenos, que ingresan al organismo por la via de los
alimentos. Cuando llegan a las células, se depositan en sus membranas y las protegen de
la lipoperoxidacion. Tal es el caso de las vitaminas E y C y del caroteno. A diferencia
de los antioxidantes enzimaticos, estos otros reaccionan con los radicales libres y
modifican su estructura, es decir, los capturan o neutralizan, y se oxidan en el proceso.
Finalmente, algunos metales, como selenio, cobre, zinc y magnesio, que en ocasiones
forman parte de la estructura molecular de las enzimas antioxidantes, también son

fundamentales en este mecanismo de proteccion celular (Jialal I y Deveraj S, 2003)
1.6.1.- Superoxido dismutasas.

Las superdxido dismutasas son una familia de enzimas que, como su nombre lo indica,
dismutan el O, en H,O, y O, y lo hacen de manera muy eficiente (10°M's™)

independientemente del pH.
0, + 0, +2H" —0,+H,0,

Hay varios tipos de dismutasas de superdxido: las enzimas que tienen Cu®" y Zn*" en su
sitio activo y que son intracelulares (SOD Cu*’Zn*") las que son extracelulares
(ECSOD), y las enzimas que tienen Mn>" (MnSOD) en su sitio activo y que son

citosolicas o de los organelos celulares.

Su actividad enzimatica presenta repercusiones a nivel funcional. Entre ellas se pueden

mencionar las siguientes:

a) Las SODs protegen contra la citotoxicidad mediada por el radical superdxido ya
que, la reaccion del NO con el superoxido produce peroxinitrito, un potente oxidante
con la capacidad de producir citotoxicidad (Beckman JS et al, 1992). La evidencia
sugiere que la formacion de peroxinitrito incluye: nitracion selectiva de residuos de
tirosina en proteinas como prostaciclina sintasa (MacMillan-CrowLA y Cruthirds DL,
2001; Gou W y Adichi T, 2003; Cooke CL y Davidge ST, 2002), oxidacion de

tetrahidrobiopterina (Laursen JB y Somers M, 2001) y oxidaciéon de complejos zinc-
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tiolato en eNOS (Zou MH y Shi C, 2002). Los ultimos dos efectos producen una eNOS

desacoplada produciéndose mas superoxido que NO.

b) El 6xido nitrico reacciona con el anién superoxido 3 veces mas rapido que la
dismutacion del superdxido por SOD. Debido a la eficiencia de esta reaccion, la
concentracion local de SOD es determinante en la bioactividad (vida media bioldgica)
del NO; por lo que una segunda funcién de SOD es proteger al NO (Beckman JS et al
1992; Darley- Usmar V y Wiseman H, 1995).

¢) Una tercera consecuencia funcional de la actividad de SOD es la formacion de
peroxido de hidrégeno. Este es relativamente estable y difusible (a través de las
membranas celulares), estas caracteristicas lo hacen andlogo al NO como una molécula
sefal, también es un regulador de la expresion génica y un importante mediador en la
hipertrofia del musculo vascular en respuesta a diferentes estimulos como la
angiotensina II (Griendling KK y Sorescu D, 2000; Blanc A y Pandey NR 2003). A su
vez, este puede activar factores de transcripcion (Sobey GC y Heistad DD, 1997;
Matoba T y Shimokawa H, 2003; Miura H y Bosnjak JJ, 2003). En combinacion con
algunos metales de transicion como hierro o cobre, el peroxido de hidrogeno puede
reaccionar para formar radical hidroxilo y producir dafio celular por la via de la reaccion

de Fenton.
SOD Cu®*'zn?

La SOD Cu*’Zn*" esun homodimero, muy resistente a la desnaturalizacion, se inhibe
con cianuro o con un quelante de cobre como el dietilditiocarbamato. El H,O; inhibe a
la enzima in vitro. En las mitocondrias la SOD Cu?”Zn’" se encuentra en el espacio
intermembranal y la MnSOD en la matriz. El Cu*" de la SOD Cu®*"Zn*", esta sostenido
entre cuatro histidinas en un barril aplanado de ocho hojas—f plegadas antiparalelas y
lleva a cabo la transferencia de electrones mientras que el Zn*" tiene un papel

estabilizador. El canal que conduce al sitio activo tiene cargas negativas que repelen el

O, y lo conducen al interior que tiene cargas positivas.

Dentro de los vasos sanguineos, la isoforma predominante de SOD es la SOD Cu*"Zn**
(Stralin P y Marklund SL 1995; Fukai T y Siegfried MR 2000; Fukai T y Siegfried
MR, 1999; Fukai T y Galis ZS, 1998). Por ejemplo, en una aorta de ratébn normal, la
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actividad de la SOD Cu*”Zn*" es de alrededor del 53 al 80% de la actividad total de
SOD mientras que MnSOD es de 2 al 7% de la actividad total de esta. Un patron similar
de actividad existe en arterias humanas (Starlin P y Karlsson K, 1995). Se ha sugerido
que la liberacion del 6xido nitrico del endotelio depende en gran medida de SOD
Cu*"Zn**, mientras que la actividad de la EC-SOD se necesita para proteger al 6xido
nitrico en su difusion a la pared vascular (Starlin P et al, 1995; Mugge A et al, 1991;
Oury TD et al, 1996).

Debido a que la SOD Cu*"Zn*" se considera que se expresa constitutivamente, los
niveles de RNAm pueden ser regulados por varias condiciones fisioldgicas. Los niveles
de la SOD Cu*"Zn*" se pueden elevar en respuesta a una amplia variedad de estimulos
mecanicos, quimicos y bioldgicos como el choque térmico, el estrés por rozamiento, la
radiacion UV y X, metales pesados, peroxido de hidrégeno, ozono, 6xido nitrico y acido

araquiddnico entre otros.

Investigaciones recientes de gen-blanco en raton muestran evidencia directa de la
importancia funcional de SOD Cu*"Zn*". La deficiencia de esta enzima da como
resultado un aumento en los niveles de la superdxido y el peroxinitrito vascular,
aumentandose la respuesta vasoconstrictora y disminuyendo la relajacion dependiente
del endotelio en arterias largas de conductancia y microvasos (Didion SP y Ryan MJ
2002; Verareddy S y Cooke CL, 2004; Cooke CL y Davidge ST, 2003). La alteracion
en la expresion de SOD Cu*"zn*" puede tener un impacto en la estructura vascular; se
ha reportado que la deficiencia de esta enzima produce hipertrofia en arteriolas
cerebrales (Baumbach GL y Didion SP, 2003). Este descubrimiento dié la primera
evidencia de que SOD Cu’"Zn*" inhibe normalmente la hipertrofia vascular y resalta

la importancia de esta enzima en la vasculatura.

La expresion de SOD Cu?"Zn*"en las células vasculares puede variar bajo diversas
condiciones. Por ejemplo, los niveles de la enzima son maés altos en algunas arterias de
hembras (Laughlin MH y Welshons WW, 2003) y puede aumentarse con la edad. Su
expresion aumenta en el endotelio en respuesta a un aumento del estrés por rozamiento
(Inoue N y Ramasamy S, 1996). La activacion de los receptores que activan la
proliferacion peroxisomal (PPARs) aumentan la expresion de SOD Cu®”Zn*'en el
endotelio (Inoue I y Goto T, 2001). Por lo que el aumento en la expresion .de esta

enzima puede contribuir a un mecanismo protector en la vasculatura. Existen
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evidencias obtenidas de trabajos recientes en ratones transgénicos que sugieren que la
- 24y 2+ . . ./

sobreexpresion de SOD Cu” 'Zn efectivamente evita un aumento en la produccion

de superdxido vascular y atentia el aumento de la presion arterial en respuesta a

angiotensina II (Suzuki K y Nakazato K, 2002; Uddin My Yang H, 2003).
ECSOD

La ECSOD es un homotetramero mucho mas grande que las enzimas intracelulares. Es
una glicoproteina que se une a la superficie celular por su dominio de unién a heparina
que le da a la proteina afinidad por los proteoglicanos en las superficies celulares de las
membranas y la matriz extracelular (Marklund SL 1984; Oury TD y Day BJ, 1996;
Sansdtrom J y Carlsson L 1992). La ECSOD se localiza en la pared vascular
especialmente entre el endotelio y el musculo vascular (Stralin P y Karlsson K, 1995;
Oury TD y Day BJ, 1996; Fykai T y Folz RJ, 2002). La mayor fuente de la enzima se
encuentra en el musculo vascular (Stralin P y Karlsson K, 1995; Fykai T y Folz RJ,
2002; Zelko IN y Mariani TJ, 2002). El endotelio no produce ECSOD (Fykai T y Folz
RJ, 2002). La expresion de ECSOD en las células vasculares y en la pared del vaso se
altera en respuesta a una gran variedad de estimulos incluyendo: ejercicio, factores de
crecimiento, citocinas, estimulos vasoactivos incluyendo angiotensina II, NO durante la
hipertension y diabetes (Fukai T y Galis ZS, 1998; Fukai T y Siegfried MR, 1999;
Landmesser U y Merten R, 2000; Strain P y Marklund SL, 2001; Davis ME y Cai H,
2003). Basandonos en su localizacion extracelular, se ha sugerido que al menos una
funcion de la ECSOD es proteger al NO cuando difunde del endotelio a su mayor
blanco, la guanilato ciclasa soluble, en el misculo vascular (Oury TD y Day BJ, 1996;

Wsolin MS 2000).
MnSOD

La MnSOD puede encontrarse como un homodimero o tetrdmero, es susceptible de ser
desnaturalizada con detergentes o solventes, no se inhibe con cianuro,
dietilditiocarbamato, ni con el H,O,. En los eucariontes se encuentra en las
mitocondrias. Bajo condiciones normales, la cadena mitocondrial de transporte de
electrones es la mayor fuente de superoxido, convirtiendo el 8% del oxigeno molecular
a superoxido. Debido a su localizacion subcelular la MnSOD se considera la primera

linea de defensa contra el estrés oxidativo. Esta conclusion se basa en el hecho de que
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un raton completamente deficiente en MnSOD muere pocas semanas después de haber
nacido teniendo wuna variedad de fenotipos incluyendo neurodegeneracion,

anormalidades cardiacas y dafio mitocondrial extenso (Andresen J y Farici FM, 2004).

Se ha descrito que la angiotensina II aumenta los niveles de expresion de MnSOD pero
disminuye su actividad debido a la nitracion de la tirosina inducida por peroxinitrito
(Gou W y Adachi T, 2003). Por lo que la importancia funcional de la MnSOD en la
hipertension inducida por angiotensina no es conocida y es dificil de predecir. La
sobreexpresion de MnSOD empleando virus o liposomas produce efectos benéficos en
muchos modelos de enfermedad vascular; la sobreexpresion de MnSOD reduce los
niveles de superoxido y mejora la funcion endotelial en hipercolesterolemia, diabetes y
modelos de hipertension (Zanetti M y Sato J, 2001; Li L y Fink GD, 2003); asi como
también reduce la formacion de especies reactivas de oxigeno en el endotelio en estos

mismos modelos. (Nishikawa T y Edelstein D, 2000).
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Esquema 6- Representacion esquematica de la localizacion subcelular de las 3 diferentes isoformas de SOD.
SODCU2*/212* |ocalizada principalmente en el citosol, Manganeso stiperéxido dismutasa (MnSOD) localizada en la
mitocondrias, y SOD extracelular (ECSOD). Las 3 isoformas catalizan la misma reaccién, produciendo H,O, del O,
HBD indica el dominio de uni6n a heparina (Tomado de:Zelco IN y Mariani TJ, 2000).

1.6.2.- Catalasa

Las catalasas dismutan el H,O, en O, y H>O y lo hacen con gran eficiencia a cualquier
pH entre 4 y 11. Son enzimas muy resistentes a agentes desnaturalizantes y solventes
organicos. Se inactivan con 3-amino-1,2,4-triazol y, como todas las hemoproteinas se
inhiben con cianuro y azida (Diaz A y Rangel P, 2001). Las catalasas tienen un origen
comun y se encuentran desde las arqueas hasta los mamiferos. En términos generales su
secuencia y estructura estan conservadas. Son homotetrameros u homodimeros de

subunidades de 60KDa o de 80KDa. Hay varios subgrupos de catalasas: uno de plantas,

37



uno de animales, uno de hongos, dos de bacterias y uno de bacterias y hongos en donde
se encuentran las catalasas grandes (Klotz MG y Klassen GR, 1997). Cada subunidad
contiene una ferro-protoporfirina-IX (hemo b) o derivados del mismo, como el hemo d
o una clorina (Lledias F y Hansberg W, 1998). El hemo por si solo cataliza la
dismutacion del H>O, aunque con mucha menor eficiencia que la catalasa. El dominio
del barril-p, que incluye la cavidad del hemo, los aminoacidos que lo orientan y el canal
que conduce a él, es la parte mas conservada de la molécula. (Bravo J y Goouet P,
1997). Las catalasas monofuncionales tienen un canal estrecho que conduce a la parte
distal del hemo en donde una histidina y una aspargina participan en la reaccion junto
con el Fe’" y el hemo. El Fe’™ no tiene enlace de coordinacion en la parte distal y en la
parte proximal el enlace es con una tirosina muy conservada. El canal estrecho y la falta
de coordinacién del Fe’* en el lado distal tiene que ver en la selectividad por el H,O, de
estas enzimas, aunque también son capaces de oxidar algunas moléculas pequeiias,
como metanol o etanol (actividad de peroxidasa). Al entrar un H,O; al sitio activo toma
un electron del fierro y otro del hemo para generar una molécula de agua y el
compuesto I, que consiste en un ferroxilo y un radical porfirinico catidonico. Una
segunda molécula de H,O; cede un electron al ferroxilo y otro al hemo restituyendo el

estado inicial de la enzima y liberando una molécula de dioxigeno y otra de agua.

1.7.-Receptores que activan la proliferacion peroxisomal
(PPARS)

1.7.1 Definicién

Los receptores que activan la proliferacion peroxisomal (PPARs) son proteinas
transductoras pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares la cual incluye
receptores del acido retinoico (RARs), receptores de la hormona tiroidea (TRs) y

receptores esteroideos (Berger J 2002).

Los PPARs se identificaron en 1990 en roedores y se nombraron de esta manera por su
propiedad de activar la proliferacion peroxisomal. Los &cidos grasos y drogas
hipolipemiantes como los fibratos son activadores de los PPARs. Los PPARs
controlan la expresion de varios genes que son cruciales para el metabolismo de la

glucosa y los lipidos. (Wahli W 1995). Los tres principales tipos de PPAR, estan
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codificados por genes separados y se han identificado como: PPARa, PPARy y PPAR-
O/B. Las tres isoformas poseen caracteristicas estructurales y funcionales similares. En
estos receptores que activan la proliferacion peroxisomal se han identificado 4 dominios
llamados: A/B, C, D y E/F. El primer dominio A/B se encuentra en la regién amino
terminal, tiene una funcion de activacion independiente del ligando (AF-1) (Werman A
1997) la cual es responsable de la fosforilacion del PPAR. El segundo dominio de
union al DNA (DBD) o dominio C consiste en dos dedos de zinc que promueven la
uniéon del PPAR a los elementos de respuesta de los receptores que activan la
proliferacion peroxisomal (PPRE) en la region del promotor de los genes blanco
(Kliewer SA 1992). El sitio D es el dominio de anclaje a cofactores. El dominio E o
dominio de unidn al ligando (LBD) esta localizado en la region C-terminal media del
receptor y esta compuesto de 13 a-hélices y 4 pequefias hojas B, es responsable de la
especificidad del ligando y de la activacion del sitio de union del PPAR al PPRE, lo
cual aumenta la expresion de genes blanco (Berger J 2002). La union de cofactores para
asistir el proceso de transcripcion de genes se lleva a cabo por la activacion del dominio
E/F (AF-2) (Esquema 8) (Berger J 2002). Los PPARs forman heterodimeros con el
receptor retinoico X (RXR); el RXR existe en tres diferentes isoformas: RXRa, By v
las cuales se activan por el agonista enddgeno acido retinoico 9-cis (Mangelsdorf DJ

1992).

AIB C D E/F
N DBD  |Hinge, LBD  AF2 | cC
Dominio de Dominio de Dominiode  Dominio de
activacion union a DNA union a dimerizacion
ligando

Esquema 7- Representacién esquematica de los diferentes dominios de los receptores que activan la
proliferacion peroxisomal ( Tomado de: Berger J 2002).

Los PPARa se expresan en numerosos tejidos como higado, rifién, corazoén, musculo
esquelético y tejido adiposo café y ademas se expresan en un amplio rango de células
vasculares como las endoteliales, células de miisculo liso, monocitos y macrofagos. Por
su parte los PPAR /6 se expresan en un amplio rango de tejidos y células con niveles
relativamente mas altos en cerebro, tejido adiposo y piel. Finalmente los PPARY poseen
3 isoformas distintas llamadas PPARy-1, PPARy-2 y PPARy-3 (Fajas L 2000). La

expresion de estos PPAR depende del tejido, de esta manera: PPARY-1 se encuentra en
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un amplio rango de tejidos mientras que la expresion de los PPARy-2 esta restringida al
tejido adiposo y los PPARY-3 es abundante en macrofagos, intestino delgado y tejido
adiposo blanco (Braissant O 1996).

1.7.2.-PPREs

Estructuralmente, los elementos de respuesta de los receptores que activan la
proliferacion peroxisomal (PPREs) consisten en dos hexanucleotidos con la secuencia
AGGTCA (DR-1) separados por un nucledtido espaciador. El modelo DR-1 es
especifico para cada heterodimero PPAR-RXR, pudiéndose distinguir modelos distintos

como DR-3 y DR-4 (Juge-Aubry C 1997; Lemberger T 1996).
1.7.3.-Ligandos

La secuencia de aminoacidos en el LBD de las 3 isoformas de los PPAR posee variantes
y se piensa que brinda las bases moleculares para la selectividad del ligando; esto
permite a los PPAR sensibilizarse con un amplio rango de sustancias endogenas,
incluyendo 4cidos grasos y sus metabolitos. Una gran variedad de compuestos
endogenos y exogenos, incluyendo quimicos industriales, como herbicidas asi como
también agentes farmacéuticos sintéticos incluyendo fibratos (fenofibrato y clofibrato) y

tiazolidinedionas han demostrado unirse y activar a los PPAR.

Muchos acidos grasos son capaces de activar las 3 distintas formas de PPAR, sin
embargo existe cierta preferencia por determinados acidos grasos para cada PPAR
(Tabla 1). Los ligandos naturales de los PPARs son los acidos grasos y los derivados
de los eicosanoides. Dentro de los acidos grasos se incluyen al 4cido linoléico, acido
araquidonico, acido linolenico, acido eicosapentaenoico, etc. Los acidos grasos y sus
derivados, incluyendo el acido 8-S-hidroxieicosatetraenoico, el acido araquidonico,
LTB4 y los fibratos se cree que son potencialmente activadores del PPARa. La
prostaciclina, el acido linoleico, y compuestos sintéticos incluyendo al L-165041 y
GW2433 se ha demostrado que son ligandos selectivos para PPARf/6. Por otro lado, los
ligandos naturales para PPARy incluyen metabolitos oxidados del acido linoleico y
acido 13-hidroxi-octadecadienoico; ademas, las tiazolidinedionas que incluyen a la
rosiglitazona y pioglitazona son potentes agonistas selectivos para PPARy (Kliewer SA

1997).El desarrollo y uso clinico de los ligandos de los PPAR, en nuestro tiempo ha
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determinado que entendamos los papeles fisioldgicos y patofisiologicos de los PPAR y

las implicaciones terapéuticas en la modulacion de estos receptores.

Tabla 3
Ligandos Ligandos end6genos
exogenos de los de los PPARs
PPARs
PPARa PPARy PPAR« PPARy
WY-14,643 Indometacina Acido Palmitico Acido araquidonico
Clofibrato Piroxicam Acido Estearico Acido Eicosapentaenoico
Gemfibrozil Ibuprofeno Acido Palmitoleico PGJ2
Nafenopino Pioglitazona Acido Oléico 15 deoxy PGJ12
Bezafibrato Ciglitazona Acido Linoléico
Englitazona Acido Araquidonico
BRL-49653 Acido
Eicosapentaenoico

Tabla 3- Ligandos exdgenos y enddgenos de los PPAR (Berger J 2002).

1.7.4.- Coactivadores/Correpresores

Muchas proteinas actiian como coactivadores/correpresores, estas median la habilidad
del receptor nuclear para iniciar o suprimir el proceso de transcripcion. Los
coactivadores/correpresores interactian con el receptor nuclear de una manera
dependiente del ligando. Cuando el ligando atin no se ha unido al receptor nuclear, este
se encuentra heterodimerizado y generalmente se asocia con correpresores los cuales
poseen actividad de deacetilacion de histonas. Esta actividad del correpresor inhibe la
transcripcion (Chen JD 1995; Xu L 1999). Por otra parte, los coactivadores como la
proteina de union a PPAR (PBP) poseen actividad de acetilacion de histonas con lo que
se inicia una secuencia de eventos que induce el proceso de transcripcion de genes

después de la union del ligando (Zhu Y 1997).
1.7.5.-Mecanismo de accion

La transcripcion de genes es un mecanismo idéntico en todos los subtipos de PPARs y
puede llevarse a cabo como un mecanismo clasico y no clasico (Aranda A 2001). En el
primer caso el proceso de transcripcion comienza con la union del ligando (enddgeno u

exogeno) con lo que se altera la actividad transcripcional del receptor nuclear. La union
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ligando-PPAR heterodimeriza con RXR y se lleva a cabo un cambio conformacional en
el PPAR:RXR permitiendo asi que el heterodimero se una a la region del promotor
PPRE; en este proceso también se unen coactivadores (Aranda A 2001; Clarke S 1999).
Esto da como resultado un aumento en la actividad de la transcripcion de varios genes
involucrados en diversos procesos bioldgicos. Sin embargo, existen otras variaciones

del mecanismo:

1) El ligando interactua con el PPAR que preexiste como un complejo con el DNA
asociado con una proteina correpresora. La interaccion con el ligando causa que se
libere el correpresor y se asocie un coactivador resultando la estimulacion para el

proceso de transcripcion (Aranda A 2001; Clarke S 1999) (Figura 8).

2) El ligando interactia con el PPAR que se encuentra como un miembro soluble del
ntcleo. La union del ligando da como resultado la heterodimerizacion con RXR, la
union al DNA y a un coactivador y el inicio de un mecanismo clasico (Aranda A 2001)

(Figura 9).

3) En este escenario el PPAR se encuentra en el citosol, formando un complejo con
Hsp90 u otra proteina chaperona. La unidn del ligando causa un cambio conformacional
y translocacion al nucleo siguiéndose el proceso como un mecanismo clasico (Clarke S

1999). (Figura 8)

También existen vias no clasicas del mecanismo en donde, el PPAR es capaz de
interaccionar con el DNA y formar heterodimeros con receptores nucleares incluyendo
el receptor tiroideo. La union de este complejo al DNA se lleva a cabo en un sitio que
no es PPRE. También los PPARs pueden participar en la regulacion de la expresion de
genes sin unirse al DNA, por asociacion de estos a factores de transcripcion como c-jun

0 p65 (Aranda A 2001).
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Esquema 8- Mecanismo de accion clasico y no clésico de los PPARs. (Tomado de: Berger J 2002)

1.7.6.-PPARa

El gen de los PPARa se encuentra en el brazo largo del cromosoma 22 (22q12-q13.1);
se expresa en tejidos con una alta actividad en el metabolismo de los acidos grasos,
como el corazon, rifidon, higado, endotelio y células del musculo liso vascular sugiriendo
que los activadores de los PPARa ejercen un beneficio directo sobre la pared vascular.
Los PPARa pueden activarse por una gran variedad de acidos grasos saturados e
insaturados incluyendo: acido palmitico, acido oleico, acido linoléico y araquidénico
que se unen al receptor con una afinidad micromolar. (Gottlicher M 1992; Kliewer SA
1997). Dentro de los ligandos exdgenos de los PPARa se encuentran los fibratos que
son acidos carboxilicos amfipaticos, el clofibrato es un prototipo de esta clase de
ligandos, el cual induce la proliferacion peroxisomal en roedores (Hess R 1965).
Clofibrato y fenofibrato han demostrado ser 10 veces mas selectivos para activar a

PPARa que a PPARy (Willson TM 2000).

La activacion de los PPARa media efectos tales como el catabolismo de los acidos
grasos a través de la estimulacion de la oxidacion lipidica mitocondrial; controla en
forma importante el metabolismo extracelular de los lipidos alterando los niveles de

lipoproteinas e inhibe algunos mecanismos involucrados en los procesos inflamatorios
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de la pared vascular. En el miocardio, los agonistas de los PPARa incrementan la
captacion mitocondrial de acidos grasos libres y por consiguiente su oxidacion para la
obtencion de energia al estimular la palmitoiltransferasa I (Schiffrin E y Amiri P, 2003;
Gordon A y Anicotte JS 2003). El efecto de los fibratos que conduce al catabolismo de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL), se debe a la estimulacion de la
lipoproteinlipasa dependiente de los PPARa con inhibicion simultinea de la
apolipoproteina C-III causada por la represion del factor nuclear hepatico 4 (Schiffrin E
y Amiri P, 2003; Gordon A y Anicotte JS, 2003). El estado de ayuno prolongado y la
activacion de los PPARa incrementa la transcripcion de la hidroximetilglutaril-
coenzima A sintetasa mitocondrial y citosolica, enzima clave en el control de la
cetogénesis. Otros mecanismos implicados en la modulacion del fenotipo de
lipoproteinas como consecuencia de la utilizacion de fibratos incluyen: reduccion en la
produccion de triglicéridos en los hepatocitos, aumento de la captacion y catabolismo de
particulas LDL, reduccién en la actividad de la acetal-CoA carboxilasa y la sintasa de
acidos grasos que aumentan la f-oxidacion (Schiffrin E y Amiri P, 2003; Gordon A y

Anicotte JS 2003; Kota PB y Hsun-Wei T, 2005).

1.7.7.- PPARa e hipertension

Un gran nimero de estudios se han llevado a cabo para definir el mecanismo celular y
molecular que los PPARa desempenan en la vasculatura y en el sistema cardiovascular.
Primeramente se identifico que el activador de los PPARa: el fenofibrato,
significativamente reducia el interferon y en plasma y el factor de necrosis tumoral-a en
pacientes con hiperlipoproteinemia IIb (Madej A 1998), demostrando la actividad
antiinflamatoria de este receptor peroxisomal. También, se ha demostrado que otros
activadores de los PPARa disminuyen la expresion de genes inducidos por citocinas,
como la expresion de moléculas de adhesion celular vascular (VCAM-1) en células
endoteliales (Marx N 1999). Por otro lado, se ha reportado que ratones deficientes en
PPARa tienen una exagerada respuesta inflamatoria a la estimulacion por
lipopolisacarido (Delerive P 1997). El mecanismo molecular de la accion
antiinflamatoria de los activadores de los PPARa se cree que se relaciona con su

antagonismo con la ruta de sefialamiento del NF-xB (Delerive P 1997).
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Los efectos benéficos de los fibratos, prototipo de ligando de PPARa, en el
mejoramiento de la funcion cardiovascular, incluyen el sistema NO/NOS (Tabernero A
y Schoonjans A, 2002) en donde se ha observado que los activadores de los PPARa
mejoran la vasodilatacion mediada por NO (Diep QN 2002); en otro estudio, el
clofibrato, WY 643 y fenofibrato aumentaron la produccion de NO en rifion (Newas MA
y Ranganna K, 2004). La activacion de los PPARa por fenofibrato (10uM/L) aumentd
la actividad y expresion de eNOS en células endoteliales principalmente por un
mecanismo en el que el PPARa estabiliza el RNAm de la eNOS, esta observacion
explica uno de los mecanismos por los que el PPARa lleva a cabo la proteccion

cardiovascular (Goya K et al, 2004).

El acido docosahexanoico (DHA) activador de los PPARa administrado en ratas
infundidas con angiotensina II demostré reducir el estrés oxidativo y los mediadores de
la respuesta inflamatoria en vasos sanguineos (Diep QN 2002). La hipertension arterial
sistolica observada en ratas infundidas con angiotensina II disminuy6 en respuesta a la
administracion con DHA de 17243 a 112+4mm Hg (p<0.01). En este mismo estudio se
demostrd que la actividad de la NADPH oxidasa, medida por quimioluminiscencia, y la
expresion de moléculas de adhesion intercelular (ICAM), y VCAM-1 se aumentaban
significativamente en vasos sanguineos de ratas infundidas con angiotensina II, estos
cambios se eliminaron con la administracion de DHA. Por lo tanto, la activacion de los
PPARa disminuye el desarrollo de la hipertension arterial, corrige anormalidades
estructurales y mejora la disfuncion endotelial inducida por angiotensina II. Estos
efectos se asociaron con la disminucion del estrés oxidativo y de la inflamacién en la

pared vascular (Diep QN 2002).

Los PPARa puede ademas modular in vitro la produccion vascular de péptidos
vasoactivos como la endotelina 1 (ET-1). En una investigacion reciente (Iglarz M y
Touyz RM, 2003), se determiné la interaccion entre los PPARs y ET-1 en ratas con
hipertension arterial dependiente de la administracion de DOCA-sal, el activador de los
PPARa fenofibrato diminuyé el RNAm de la prepro-endotelina evitandose asi la
disfuncion endotelial en estas ratas ademas de que el fenofibrato evito el aumento en la

produccion de anion superoxido.

Uno de los factores clave en la regulacion de la funcion cardiovascular esta dado por el

balance entre NO y radicales libres. Se ha reportado que el aumento de O, causa una
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disminucién en la biodisponibilidad de NO por la reaccion que inactiva al NO,
aumentandose la produccion de especies reactivas de oxigeno especialmente O, que
contribuye significativamente a las alteraciones estructurales y funcionales de la
hipertension (Beswick RA y Dorrance AM 2001; Cowley AW y Mori T, 2003); ya que
el balance entre el sistema NO/NOS y ROS es crucial para la 6ptima funcion del
sistema cardiovascular, los activadores de los PPARo ademas de mejorar la
disponibilidad del NO, mejoran la actividad de los sistemas antioxidantes. Esto esta
demostrado en estudios recientes en los que los activadores de los PPARa disminuyen
el estrés oxidativo (Newaz M y Blanton A, 2005), reduciendo el RNAm de la subunidad
p22phox de la NADPH oxidasa en células endoteliales, ademas de que estos
activadores aumentan el RNAm de la enzima antioxidante SODCu*"Zn*" en higado y
células endoteliales (Newaz M y Blanton A, 2005). Estos datos sugieren que la
activacion de los PPARa contribuye a la regulacion normal de la presion sanguinea y
ejerce acciones de proteccion durante la hipertension arterial via el mecanismo dual
que involucra la produccion de NO y aumento de la actividad y expresion de

SODCu*""Zn*" y la inhibicion de la generacion de radicales libres.
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11.- HIPOTESIS

La estimulacion de los PPARa por clofibrato producird un aumento en la actividad de
las enzimas antioxidantes asi como también un aumento en su expresion, lo cual
modulard en forma mas efectiva la presencia de especies reactivas de oxigeno;
disminuyendose de este modo la peroxidacion de lipidos. La estimulacion por
clofibrato producira ademas un aumento en la expresion de la sintasa del 6xido nitrico
endotelial (eNOS) lograndose un mejor control de la presion arterial y disminuyendo

por ende el dafio a 6rganos blanco.

I11.- OBJETIVO
3.1.- Objetivo general

Caracterizar los efectos de la administracion del clofibrato, como agente activador de
los PPARa, sobre la expresion y actividad de enzimas relacionadas con el balance

redox en un modelo de hipertension arterial inducido por coartacion adrtica.

3.2.- Objetivos particulares

» Objetivo particular 1: Estudiar si, en la hipertension arterial inducida por
coartacion aortica, la estimulacion de PPARa, aumenta la actividad y expresion
de las enzimas involucradas en la regulacion del estado 6xido reduccion:
catalasa y SOD con lo que se disminuiria el estrés oxidativo y por tanto el dafio
producido a lipidos de organos blanco (ventriculo izquierdo y rifidn
hipertréfico).

* Objetivo particular Il: Determinar el efecto de la administracion del clofibrato
tiene sobre la expresion de la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS) asi
como sobre los receptores AT, y AT, y su repercusion en la modulacion de la
presion arterial.

* Objetivo particular 111: Determinar la relacion entre la disminucion de las
especies reactivas de oxigeno y la regulacion efectiva de la presion arterial

sistolica en el tiempo en ratas con coartacion adrtica tratadas con clofibrato.

47



IV.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- MATERIAL

COMPUESTO MARCA
Acido fosforico Sigma
Archilamida BioRad
Albumina sérica bovina Sigma
Azida de sodio Sigma

Azul brillante de coomassie Sigma

Azul de bromofenol Sigma
Beta- mercaptoetanol Bio Rad
Bis-acrilamida BioRad
Citocromo ¢ Sigma
Clofibrato Sigma
Complete (inhibidor de proteasas) Roche Diagnostics
EDTA Sigma
Etanol absoluto Sigma

Eter etilico Merck
Glicerol Sigma
Glicina BioRad
H,0, Sigma

HCI Sigma
Heparina PiSA
lodopovidona Diafra
K,HPO,4 Sigma

KCI Técnica Quimica
KCN Laboratorios Latis
Leche descremada Svelty Nestlé
Metanol absoluto Calbiochem
Na,HPO, J.T Baker
Na;VOy J.T Baker
NaCl J.T. Baker
NaF J.T.Baker
NaHCO; Sigma
Pentobarbital sodico Pfizer
Persulfato de amonio Sigma
Prestained SDS-PAGE Standard, high range BioRad
SDS BioRad
Solucién isoténica de cloruro de sodio al 0.9% | DelMed
TEMED BioRad
Tris base BioRad
Tris-HCI Sigma
Triton X-100 Sigma
Tween20 Sigma
Xantina Sigma
Xantina oxidasa Sigma
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4.2.- METODOS

4.2.1.- COARTACION AORTICA

4.2.1.1.- FISIOPATOLOGIA

Experimentalmente, la coartacion de la aorta es un modelo empleado para producir
hipertension arterial. Los mecanismos por los cuales se desarrolla la hipertension son:
la coartacion por si misma y el aumento de la resistencia vascular periférica, incremento
de la impedancia del flujo adrtico, asi como las respuestas neurohumorales. La
coartacion por encima de uno o ambos rifiones aumenta la actividad del sistema renina-
angiotensina lo cual contribuye al efecto presor. Ademas, se ha asociado a la coartacion

aodrtica, con un incremento en la liberacion de catecolaminas a la circulacion sistémica.

Se wusaron ratas Wistar macho de 250 a 280g, (las ratas provinieron del Bioterio del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”), las cuales se dividieron en 3
grupos. Grupo 1: ratas falsamente coartadas o “sham” las cuales fueron administradas
con vehiculo (aceite comestible) via intraperitoneal (i.p); Grupo 2: ratas coartadas
administradas con vehiculo via i.p y Grupo 3: ratas coartadas las cuales fueron
administradas con clofibrato (100mg/Kg/dia) via i.p; los tres grupos se anestesiaron con
éter etilico y bajo condiciones asépticas, se les practico una insicion en la region
abdominal media de aproximadamente 3cm y se llevo a cabo laparotomia en la que se
expusieron las arterias renal derecha, mesentérica superior y aorta. A dos grupos
(animales con coartacion) se les ligd parcialmente la aorta, entre la arteria renal derecha
e izquierda, con hilo seda del No. 000, de tal forma que se redujo aproximadamente
75% el flujo sanguineo adrtico, la reproducibilidad del método se logrd colocando una
aguja del No. G19 sobre la arteria y anudando sobre ella, posteriormente se retird la
aguja. Al grupo control (sham) no se le coloco la ligadura. Se sutur6 a los animales por

planos y se mantuvieron con agua y comida ad libitum por un periodo de 1 y 21 dias.

4.2.2.- REGISTRO DE LA PRESION ARTERIAL
Transcurrido el periodo de 1 y 21 dias de coartacion aortica, las ratas se anestesiaron
con pentobarbital sdédico (50 mg/kg i.p) y se colocd una canula PE90 en la arteria

carotida, conteniendo solucion heparinizada (10 U.I /ml) la cual estaba conectada a un
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transductor de presion. La canulacion de la arteria cardtida se consiguio realizando un
corte en la parte frontal del cuello de la rata y separando los tejidos hasta exponerla, se
diseco, se limpio de tejido conectivo y se refirid con dos hilos de seda (No. 000). El
flujo sanguineo se interrumpid por oclusion de la arteria proximal al corazén con una
pinza hemostatica, y el lado distal se ligd definitivamente con el hilo de seda. Se
realizé un pequefio corte transversal en la arteria, tan cerca al extremo ligado como fue
posible y en un angulo que permitid levantar, con una pinza, la pared del vaso mientras
se insertd la cdnula; en este momento se retird la pinza hemostatica y se introdujo mas
la canula y esta se ligo alrededor del vaso con el segundo hilo. La canula se aline6 al

vaso atandola al hilo colocado en la parte distal.

4.2.3.- PREPARACION DE LA MUESTRA BIOLOGICA (PARA DETERMINAR
EXPRESION PROTEICA Y DETERMINACION PROTEICA POR EL METODO
BRADFORD)

Después de haberles medido la presion a las ratas en la arteria cardtida y estando la
rata aun anestesiada con pentobarbital (50 mg/Kg/i.p) se les extrajo el rifion hipertréfico
(rifion derecho) y el ventriculo izquierdo. Las muestras se congelaron inmediatamente
en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. El tejido se
homogenizé a 4°C con ayuda de un Polytron (modelo PT- MR 2100) en buffer de
homogenizacion conteniendo un cocktail de inhibidores de proteasas. La concentracion

de proteinas se determind por el método Bradford.

4.2.4.- DETERMINACION PROTEICA POR EL METODO BRADFORD

El ensayo se basa en la reaccion de las proteinas con una solucion alcalina de azul
brillante de Coomassie. El desarrollo del color se basa en la reaccion de la proteina y el
cobre, en medio alcalino, y la subsecuente reduccion del azul brillante de coomassie por
la proteina. El desarrollo del color es principalmente debido a los aminoacidos tirosina
y triptofano y, en menor grado, a cistina, cisteina e histidina. Las proteinas reducen el
azul brillante de coomassie por pérdida de 1, 2 o 3 atomos de oxigeno y producen una o
mas especies reducidas, que presentan un color azul caracteristico con absorbancia
maxima a 750 nm y minima a 405 nm.

Se prepar6 un estindar de albumina sérica bovina (1mg/ml) del cual se tomaron
diferentes alicuotas (0, 20, 60, 80, y 100 pl) para construir una curva patron; el

volumen se llevo a 100 pl con agua y se agregaron 900 pl del reactivo de Bradford. Se
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agitaron las muestras, se dejaron reposar 10 minutos y se determind la absorbancia a
595 nm, en un espectrofotometro Perkin Elmer modelo R4235 a 595 nm.

La determinacion de la concentracion de proteina en las muestras biologicas se llevo a
cabo de la misma forma: en el tubo de ensayo se colocaron 10 pl del homogenado renal
6 ventricular mas 90 pl de agua y 900 pl de reactivo de Bradford, se agitaron en vortex
y se dejaron reposar durante 10 minutos. Se determind su absorbancia en un
espectrofotometro Perkin Elmer modelo R4235 a 595 nm.

La concentracidon de proteinas en las muestras fue obtenida por interpolacion con los

valores de absorbancia de la curva patron.

4.2.5.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA SOD

La superdxido dismutasa es la unica enzima para la que su sustrato es un radical libre
inestable, esto complica la medicion de su actividad catalitica. Por lo que este ensayo
consiste de dos componentes: un generador de superéxido, y un detector de superoxido.
El generador sirve para producir el radical a una velocidad controlada. En ausencia de
SOD, el radical reacciona con el detector. Si SOD esta presente, compite con el detector
por el superoxido. En este ensayo la xantina/xantina oxidasa se emplea como fuente de
superoxido y el citocromo ¢ se emplea como un detector del radical.

Si se desea determinar la contribucién de SODCu*"Zn** y SODMn en la actividad total
se debe considerar que la SODCu*”Zn*" es susceptible a inhibicion por cianuro de
potasio y la SODMn no se ve afectada por concentraciones del mismo. Por lo que, en
presencia de cianuro de potasio (ImM) la actividad de la SODCu*"Zn*" se disminuye
en un 90%; y su actividad puede ser calculada por la diferencia entre la actividad total y
la actividad debida a SODMn (McCord JM y Fridovich I, 1969; Crapo J y McCord J,
1969).

Preparacion de la muestra: Se peso6 0.5 g de rifion hipertrofico 6 ventriculo izquierdo y
se homogeniz6 en 5 volumenes de buffer de carbonatos (20 mM, pH 10.2) en Polytron
(modelo PT- MR 2100).

Determinacion de SOD total

Preparacion del blanco: En una celda de cuarzo de 3 ml se agregaron 10 ul de agua y
2.85 ml de la solucion sustrato (la preparacion de esta solucion se indica en el anexo de
preparacion de soluciones), la reaccion se inicid agregando 50 pl de la solucion de

xantina oxidasa, se tapo la celda y se agitd. Se ley6 cada 30 segundos durante 3
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minutos y se midio la velocidad de aumento de la absorbancia a 550 nm. Este aumento
de velocidad debia ser cercana a 0.020 por minuto.

Preparacion de muestra: En una celda de cuarzo de 3 ml se agregaron 10 pl de la
muestra homogenada en estudio, 2.85 ml de solucion sustrato y 50 pl de la solucion de
xantina oxidasa, se tapé la celda y se agitd. Se leyd a 550 nm cada 30 segundos por 3
minutos.

Determinacion de SODMn

Para determinar la actividad de SODMn utilizé una solucion de KCN (ImM) para
inhibir a la SOD Cu*"Zn*" .

Preparacion del blanco: En una celda de cuarzo de 3 ml se agregaron 10 ul de agua,
2.85 ml de la solucion sustrato y KCN (ImM), la reaccion se inici6 agregando 50 pl de
la solucion de xantina oxidasa, se tapo la celda y se agito. Se leyo cada 30 segundos
durante 3 minutos. Se midi6 la velocidad de aumento de la absorbancia a 550 nm. Este
aumento de velocidad debid ser cercana a 0.020 por minuto.

Preparacion de muestra: En una celda de cuarzo de 3 ml se agregaron 10 ul de la
muestra homogenada en estudio, 2.85 ml de solucion sustrato, 50 pul de KCN (1mM) y
50 pl de la solucion de xantina oxidasa, se tapd la celda y se agito. Se leyo a 550 nm
cada 30 segundos por 3 minutos.

La actividad de la SOD Cu*"Zn*" se determin6 por la diferencia entre la actividad de la
SOD total y la actividad de la SODMn.

Es importante sefialar que una unidad de SOD (U) se define como la cantidad de SOD
requerida para producir 50% de inhibicion bajo condiciones especificas. El resultado de

la actividad de SODCu*"'Zn*" esta dado por unidades de SOD/ mg de proteina.

4.2.6.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CATALASA
La catalasa ejerce una doble funcion: Por un lado lleva a cabo la descomposicion de
H,0, para dar agua y oxigeno y por otro, lleva a cabo la oxidacion de donadores H"
con el consumo de 1 mol de peroxido.
La descomposicion de H>O, por la catalasa, presente en las muestras, sigue una cinética
de primer orden de acuerdo a la ecuacion:

K=2.3tlog Ao/A
Donde K es la constante de velocidad de la reaccion de primer orden, t es el tiempo

sobre el cual disminuye H,O, debida a la actividad de catalasa y Ao/A es la densidad
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optica en los tiempos 0 y 15 segundos, respectivamente. El resultado de la actividad de

catalasa esta dado por K de catalasa/mg de proteina.

La cuantificacion de la actividad de catalasa en el tejido se logré por el método basado
en la desaparicion de H>O, (30 mM) en buffer de fosfato (10 mM; pH 7.4) leido a 240
nm a 25°C.

Para determinar la actividad de la catalasa se mezclaron 25 pl del homogenado (rifién
hipertréfico 6 ventriculo izquierdo el cual se prepara como se menciond anteriormente)
con 725 pul de H,O, (30 mM). La densidad optica se midié a 240 nm a los 0, 15y 30
segundos. El aumento en la densidad Optica debe ser entre 0.02 y 0.2 cada 15 segundos.
La cantidad de proteina que se empleo en el ensayo estaba en el rango de 0.006-0.02 mg
para rifion hipertréfico y 0.16-0.31 mg para ventriculo izquierdo (Aebi H 1984;
Bonnichsen R.K 1947; Cohen G y Dembiec ST, 1970; Aebi H 1983). La dilucion del

homogenado para rifion hipertrofico y ventriculo izquierdo fue 1:30 (v/v).

4.2.7.- CUANTIFICACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

La cuantificacion se realiz0 en homogenado de rifion hipertrofico 6 ventriculo
izquierdo. El tejido (250 mg) se homogenizd en 20 vol de solucion salina (0.9%). Se
incubaron alicuotas de 10 pl en presencia de diacetato 2,7 diclorofluoresceina (DCF-
DA, 5 uM a 37°C/60 minutos. La concentracion de especies reactivas de oxigeno se
evaltio midiendo la fluorescencia emitida por la mezcla de reaccion a una longitud de
onda de excitacion de 188 nm y una longitud de onda de emision de 525 nm en un
espectro de luminiscencia (Perkin Elmer L550-B). La concentracion de ROS en las
muestras se obtuvo por interpolacion con una curva de concentracion del estandar de

2,7- diclorofluoresceina (10 mM).

4.2.8.- CUANTIFICACION DE LIPIDOS PEROXIDADOS

Uno de los principales tipos de dafio celular causado por radicales libres es la
peroxidacion de lipidos, la cual es el dafio oxidativo en los lipidos poliinsaturados de las
membranas, susceptibles a oxidacidn por el oxigeno molecular a través de un proceso en
cadena llevado a cabo por radicales libres. El resultado final de la peroxidacion de
lipidos es una alteracién en la composicion del lipido que constituye la membrana

celular, por tal motivo cambian, sus propiedades fisicoquimicas, por ejemplo: aumenta
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su rigidez, lo que origina que la célula muera debido a las modificaciones energéticas y

estructurales.

Tanto el rifion hipertréfico como el ventriculo izquierdo se homogenizaron cada uno en
3ml de agua destilada, se tomo una alicuota de 1 ml a la cual se le agregé 4 ml de la
mezcla cloroformo-metanol 2:1 v/v. Las muestras se agitaron, se protegieron de la luz y
se colocaron en hielo por 30 minutos. Posteriormente, la fase superior se retird
cuidadosamente por aspiracidon (es muy importante retirar completamente esta fase, ya
que de lo contrario interfiere con la determinacion fluorescente). La fluorescencia de la
fase cloroférmica se determind a 350 nm de excitaciéon y 430 nm de emision en un
espectro de fluorescencia Perkin—Elmer modelo L550-B. Para calibrar el ensayo, se
ajusto el espectrofluorometro a 140 unidades de fluorescencia con solucion de
calibracion (solucion de quinina de 0.001mg/ml). Se empleo el método Bradford para
determinar el contenido de proteina en la muestra. El resultado se expres6 como

unidades relativas de fluorescencia por miligramo de proteina (URF/mg prot).

4.2.9.- EXPRESION PROTEICA DE NOS-3, SOD Cu®"zZn*", AT, Y AT,
La separacion de proteinas de la muestra se llevo a cabo mediante electroforesis para la
cual se empleo el equipo de electroforesis Miniprotean II de BioRad. Se llevo a cabo la

preparacion de los geles concentrador y de corrida con la composicion que se muestra a

continuacion:
Gel de corrida Gel de corrida,
poliacrilamida 10% poliacrilamida
(eNOS)) 12.5%
(SODCu?'Zn*, AT, y AT, )
Agua desionizada 6.25 ml 5.25 ml
Tris-CI/SDS pH 8.8 3.75 ml 3.75 ml
Acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8% 5.00 ml 6.00 ml
Persulfato de amonio 10% 50 ul 50 ul
TEMED 10 l 10 l
Gel concentrador 6%
Agua desionizada 3.05 ml
Tris-CI/SDS pH 6.8 1.25 ml
Acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8% 0.65 ml
Persulfato de amonio 10% 0.025 ml
TEMED 0.005 ml
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En ambos casos las cantidades anotadas para llevar a cabo la electroforesis eran
suficientes para preparar 2 geles, de 8x11 cm. Se prepar6 el gel de corrida, se llen6 con
este, la camara de electroforesis hasta 1.5 cm antes del borde superior de las placas. Se
completo el volumen de la camara con SDS al 1%, y se nivel6 la camara con un nivel de
burbuja, de tal manera que se formo una interfase lo mas homogénea y lineal posible. Se
dejo6 solidificar el gel de 30 a 40 minutos. Unos 5 minutos antes de que estuviera listo el
gel, se inicid la preparacion del gel concentrador. Cuando el gel de corrida hubo
solidificado se retirdé el SDS (1%) y se enjuagd con agua desionizada, secando con
papel filtro y cuidando de no tocar demasiado el gel con el papel. Se coloco rapidamente
el gel concentrador y se llend hasta el borde de las placas de vidrio. Se inserto
cuidadosamente el peine para formar los pozos. Se esperé de 10 a 15 minutos, y se
retird el peine al término de este tiempo. Los geles estaban listos para correrse.

Se colocaron volimenes apropiados de homogenado total de rifidn hipertrofico y
ventriculo izquierdo en 50 pl de solucion buffer de carga con concentracion de proteina
de 80-100 pg. Las proteinas se desnaturalizaron en un bafio a 95°C por 1 minuto y se
colocaron inmediatamente en hielo. Una vez cargadas las muestras en el gel, se corrio la
electroforesis usando buffer de corrida de Tris-Glicina-SDS pH 8.3, el voltaje aplicado
fue de 100 mV durante 2 horas. Se usaron marcadores de peso molecular conocido que
se corrieron conjuntamente para determinar los pesos aproximados de las proteinas
separadas (prestained SDS-PAGE Standard, high range, BioRad). Una vez corrida la
electroforesis, el gel se utilizd para llevar a cabo la transferencia a una membrana de
PVDF. Para este paso se empled el sistema Trans-Blot SD Semydry Transfer Cell de
BioRad.

Primero fue necesario hacer un “emparedado” en la unidad de transferencia. Se
prehumedecio, la membrana de PVDF en metanol absoluto por 1 minuto
aproximadamente y después en buffer de transferencia por otros 5 minutos. El gel
también se mantuvo humedo en buffer de transferencia. La transferencia se llevo a cabo
aplicando corriente (110 mA) por una hora. Al finalizar la transferencia, la membrana se
retird con cuidado y se dejo en solucion bloqueadora de PBS-leche al 5% por 1 hora.

Posteriormente se incubd con el anticuerpo contra:
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DILUCION
eNOS (anticuerpo policlonal de conejo 1:100 en PBS-leche al 1%
Santa Cruz)
SOD-1 (anticuerpo policlonal de conejo 1:100 en PBS-leche al 1%

Santa Cruz)
AT, (anticuerpo policlonal de conejo 1:100 en PBS-leche al 1%
Santa Cruz)
AT, (anticuerpo policlonal de conejo 1:100 en PBS-leche al 1%
Santa Cruz)

La incubacién de la membrana con el anticuerpo primario se llevd a cabo por 12 horas
a 4°C. Al término de la incubacion, se hicieron 3 lavados con PBS-Tween (0.05%) por
15 minutos cada uno. Después, se incubo con el anticuerpo secundario (chivo-
anticonejo-peroxidasa, Amersham) diluido 1:3000 en PBS-leche al 1% por 1 hora.
Posteriormente se lavd 3 veces con PBS-Tween (0.05%) por 15 minutos cada uno. El
revelado se llevé a cabo usando quimioluminiscencia de acuerdo al protocolo del
fabricante (Immobilon Western chemiluminescent HPR substrate Millipore). La
membrana se puso en contacto con pelicula Kodak MXB durante 1 minuto. Se revel6 la
pelicula y se llevd a cabo la cuantificacion de la proteina existente por densitometria,

utilizando el sistema KODAK EDAS 120 system.
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V.- Resultados

Veinticuatro horas posteriores a la coartacion de la aorta, el registro de la presion
arterial, en la cardtida de ratas falsamente ligadas (sham) y coartadas tratadas con
vehiculo, mostré que la ligadura de la aorta produjo un aumento significativo de la
presion arterial sistolica de las ratas ligadas (156.8 + 9.42mmHg), en comparacion con
las ratas sham (111.2 £ 2.33 mmHg) p<0.001 (Figura 1). Las ratas coartadas tratadas
con clofibrato (100mg/kg) tuvieron valores de presion arterial sistolica menores (125 +
4.74mmHg) comparadas con las ratas coartadas tratadas con vehiculo (156.8 +
9.42mmHg) p<0.01 durante 1 dia de tratamiento. En los grupos de ratas que fueron
tratadas por 21 dias observamos que en las coartadas tratadas con vehiculo se produjo
aumento de la presion arterial sistolica (175.55 £ 8.9 mmHg) comparado con las ratas
falsamente coartadas (sham) (106 + 4.3mmHg) p<0.001, las ratas coartadas tratadas con
clofibrato presentan valores de presion arterial de 123.6+11.3, lo cual fue
significativamente menor comparada con las ratas coartadas tratadas tnicamente con
vehiculo (175.55 = 89mmHg) p<0.01. Por lo que a través de los experimentos
realizados podemos comprobar que la estimulacion de los PPARa por clofibrato (100
mg/Kg) tanto en 1 como en 21 dias evita el aumento de la presion arterial sistolica en
las ratas coartadas tratadas con el firmaco comparado con los niveles de presion

encontrados en ratas coartadas tratadas con vehiculo (Figura 1).

En la figura 2A se muestra que la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en rindn hipertrofico después de 1 dia post coartacion de la aorta estas son mas altas en
las ratas coartadas tratadas con vehiculo (2.580 +1.095 nmol DCF/mgprot/min) que en
el grupo de ratas falsamente coartadas (Sham) (0.7748+0.205 nmol DCF/mgprot/min).
La estimulacion de los PPARa por clofibrato (100 mg/Kg) en el rifion hipertréfico
después de 1 dia pos coartacion de la aorta inhibe el aumento de ROS (1.011 + 0.537
nmolDCF/mgprot/min) comparado con la producciéon de estas especies en ratas
coartadas tratadas con vehiculo (2.580 £ 1.095 nmolDCF/mgprot/min). La estimulacion
de clofibrato permite que la disminucion de ROS en ratas tratadas llegue a ser casi la
misma que la de las ratas falsamente coartadas (sham). Sin embargo después de 21
dias de tratamiento pos coartacion de la aorta no se observa ningun cambio en la

produccion de ROS en ninguno de los 3 grupos en estudio (Figura 2B).
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La produccion de lipidos peroxidados en el rifion hipertrofico de las ratas que fueron
tratadas por 1 dia después de la coartacion de la aorta muestran una tendencia a ser
mas altas en las ratas coartadas tratadas con vehiculo (0.9037 + 0.12 URF/mg proteina)
que en el grupo de ratas falsamente coartadas (Sham) (0.7557 + 0.19 URF/mg proteina).
La estimulacion de los PPARa por clofibrato (100 mg/Kg) en el rifion hipertréfico
después de 1 dia de coartacion de la aorta muestra una tendencia a disminuir la
produccion de lipidos peroxidados (0.7209 £ 0.09 URF/mg proteina) comparado con la
produccion de estas especies en ratas coartadas tratadas con vehiculo (0.9037 + 0.12
URF/mg proteina) (Figura 3A). Después de 21 dias de coartacion de la aorta se observa
que las ratas coartadas tratadas con clofibrato tienden igualmente a disminuir la
produccion de lipidos peroxidados (0.6655 £+ 0.03 URF/mg proteina) comparado con la
produccion de estos en ratas coartadas tratadas unicamente con vehiculo (0.9556 + 0.18
URF/mg proteina) (Figura 3B).

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en ventriculo izquierdo de ratas
con 1 dia de coartacion de la aorta muestra que estas son mas altas en las ratas coartadas
tratadas con vehiculo (2.107+£0.290 nmolDCF/mgprot/min) que en el grupo de ratas
falsamente coartadas (Sham) (1.141 £+ 0.306 nmolDCF/mgprot/min). La estimulacion de
los PPARa por clofibrato (100 mg/Kg) en ventriculo izquierdo después de 1 dia de
coartacion de la aorta inhibe el aumento de ROS (1.737 £ 0.503 nmolDCF/mgprot/min)
comparado con la produccion de estas especies en ratas coartadas tratadas con vehiculo.
La estimulacién con clofibrato permite que la produccion de especies reactivas de
oxigeno en ratas tratadas llegue a ser casi la misma que la de las ratas falsamente
coartadas (sham). Después de 21 dias de tratamiento, (Figura 4B) la produccion de
especies reactivas de oxigeno en ventriculo izquierdo en ratas con coartacion de la
aorta fue mayor en ratas coartadas tratadas con vehiculo (1.950 + 0.247 nmol
DCF/mgprot/min) comparada tanto con las ratas falsamente coartadas (sham) (1.616 +
0.312 nmol DCF/mgprot/min) y las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/Kg)
produjeron (1.271 £+ 0.129 nmol DCF/mgprot/min) p<0.05.
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En la figura 5SA se muestra que la produccién de lipidos peroxidados en ventriculo
izquierdo en ratas después de 1 dia de coartacion de la aorta es mas alta en ratas
coartadas tratadas con vehiculo (0.6903 + 0.0902 URF/mg proteina) que en el grupo de
ratas falsamente coartadas (Sham) (0.3471 £ 0.085 URF/mg proteina). La estimulacion
de los PPARa por clofibrato (100 mg/Kg) en el ventriculo izquierdo después de 1 dia
de coartacion de la aorta disminuyd un poco la produccion de lipidos peroxidados
(0.4783 £ 0.1728 URF/mg proteina) comparado con la produccion de estas especies en
ratas coartadas tratadas con vehiculo (0.6903 + 0.0902 URF/mg proteina) (Figura 5A).
Después de 21 dias pos coartacion de la aorta se observa que las ratas coartadas tratadas
con clofibrato tienden a disminuir la produccion de lipidos peroxidados (0.6431 +
0.099 URF/mg proteina) comparada con la produccion de lipidos peroxidados en ratas
coartadas tratadas unicamente con vehiculo (0.8888 + 0.171 URF/mg proteina) (Figura
5B).

Los resultados del analisis cuantitativo de la expresion de la SODCu*"Zn*" tanto en
rifién hipertrofico como en ventriculo izquierdo se muestran en la figuras 6A y 6B.

En rifion hipertrofico después de 1 dia de la coartacion de la aorta, la expresion de SOD
Cu*’Zn®"  fue mayor en ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/Kg)
comparadas con las ratas coartadas tratadas con vehiculo durante 1 dia de tratamiento
(p< 0.05). Después de 21 dias de tratamiento tanto las ratas coartadas tratadas con
clofibrato (100 mg/Kg) y las ratas coartadas tratadas con vehiculo tienen la misma
expresion de la enzima (Figura 6A).

En ventriculo izquierdo después de 1 dia de tratamiento las ratas coartadas tratadas con
clofibrato (100 mg/Kg) tienen una mayor expresion de a SODCu*"'Zn* que las ratas
coartadas tratadas con vehiculo; el mismo efecto se observa en las ratas coartadas
después de 21 dias de tratamiento con clofibrato (100 mg/Kg) (p<0.05) (Figura 6B).

El aumento de la expresion de la enzima observado en ventriculo izquierdo difiere al
que observamos en rindn hipertréfico en donde la expresion de la enzima disminuye

después de 21 dias de tratamiento con clofibrato (100 mg/kg) p<0.01.
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Los resultados del analisis cuantitativo de la actividad de la SODCu?*"'Zn** después de
1 dia de la coartacion de la aorta en rifidon hipertréfico muestran que la actividad de la
SODCu*"Zn*" en rifion hipertrofico fue equiparable en el grupo sham y coartada tratada
con vehiculo: 1.721 £+ 0.170 y 1.815+0.270 USOD/mg de proteina respectivamente,
mientras que en las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) la actividad de
la enzima fue mayor (2.315 = 0.311 USOD/mg de proteina). La actividad de la SOD
total en los rifiones de ratas del mismo grupo fue de 2.549 + 0.212, 2.56 + 0.202 y
3.217 £ 0.394 para las ratas sham, coartada tratada con vehiculo y coartadas tratada con
clofibrato (100 mg/Kg) respectivamente. Como se puede observar la actividad de la
enzima de las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) fue mayor que la de
los otros grupos p<0.001 (Figura 7A).

Veintiun dias posteriores a la coartacion de la aorta los valores de la actividad de la
SODCu*"Zn*" fueron muy similares entres grupos: 0.9453 + 0.056, 0.9188 + 0.030 y
0.8085 £ 0.045 para las ratas sham, coartada tratada con vehiculo y coartadas tratada
con clofibrato (100 mg/Kg) respectivamente. Los valores de la actividad de la SOD total
en los tres grupos fue similar después de 21 dias posteriores a la coartacion de la aorta
(figura 7B).

La figura 8A muestra la cuantificacion de la actividad de la SOD Cu*"zZn** después
de 1 dia de la coartacion de la aorta en ventriculo izquierdo. La actividad de esta enzima
fue similar en ratas coartadas tratadas con vehiculo (27.08 + 5.73 USOD/mg de
proteina) comparada con la ratas falsamente coartadas (sham) (31.96 + 12.33
USOD/mg). Sin embargo la actividad de la enzima en las ratas coartadas tratadas con
clofibrato (100 mg/Kg) fue mayor (69.40 £ 8.203 USOD/mg de proteina) comparada
con los dos grupos anteriores. La actividad total de la enzima en ventriculos en ratas
coartadas tratadas con clofibrato (100mg/Kg) fue mayor (108.2 = 5.63 USOD/mg de
proteina) comparada con la actividad total de la enzima en ratas coartadas tratadas con
vehiculo (52.30 + 3.63 USOD/mg de proteina, p< 0.01).

La figura 8B muestra la actividad de la SODCu*"Zn*" en ventriculo izquierdo después
de 21 dias después de la coartacion de la aorta. Tanto en ratas falsamente coartadas
(13.37 £ 2.55 USOD/mg), ratas coartadas tratadas con vehiculo (10.42+2.21 USOD/mg
de proteina) y ratas coartadas tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (9.905 £+ 1.82

USOD/mg de proteina) no se observa cambio en la actividad de la SOD Cu*"Zn*".
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La cuantificacion de la actividad de la catalasa después de 1 dia de la coartacién de la
aorta en rifion hipertréfico muestra que la actividad de la catalasa fue similar en las ratas
falsamente coartadas (Sham) (0.020 = 0.0013 K/mg proteina) y en las ratas coartadas
tratadas con vehiculo (0.019 + 0.009 K/mg proteina) sin embargo el tratamiento con
clofibrato (100 mg/kg) por 1 dia en ratas con coartacion de la aorta induce un aumento
en la actividad de la catalasa (0.034 £ 0.006 K/mg proteina, p<0.05) (figura 9A).
Después de 21 dias de la coartacion de la aorta la actividad de la enzima en rifidn es
muy parecida tanto ratas falsamente coartadas (sham) (0.0085 + 0.0003 K/mg proteina),
ratas coartadas tratadas con vehiculo (0.0084 = 0.0004 K/mg proteina) y ratas coartadas
tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) (0.0095 + 0.0007 K/mg proteina) (Figura 9 B).

La figura 10A muestra los resultados del analisis cuantitativo de la actividad de la
catalasa después de 1 dia pos coartacion de la aorta en ventriculo izquierdo. La
actividad de la catalasa fue similar en ratas falsamente coartadas (sham) (0.0164 £ 0.003
K/mg proteina) y en ratas coartadas tratadas con vehiculo (0.01199 £ 0.0005 K/mg
proteina). La actividad de la enzima en las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100
mg/Kg) fue mayor (0.0205 £+ 0.003 K/mg proteina) p=0.002 comparada con los dos
grupos anteriores.

La actividad de la enzima en el ventriculo izquierdo después de 21 dias de la
coartacion de la aorta es muy parecida tanto en ratas falsamente coartadas (sham)
(0.0305 + 0.0033 K/mg proteina), ratas coartadas tratadas con vehiculo (0.0297 =+
0.0025 K/mg proteina) y en ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) (0.0268
+ 0.0040 K/mg proteina) (Figura 10B).

El nivel de la expresion de la eNOS en rifion hipertrofico después de 1 dia de la
coartacion de la aorta fue semejante en ratas coartadas tratadas con vehiculo y en ratas
coartadas tratadas con clofibrato (100mg/Kg); Después de 21 dias de la coartacion de la
aorta la expresion de la eNOS en rifién hipertrofico es mayor en ratas coartadas tratadas
con clofibrato (100 mg/kg) p<0.001 que la observada las ratas coartadas tratadas con
vehiculo. Podemos observar que la expresion de esta enzima es mayor en ratas
coartadas con clofibrato (100 mg/kg) después de 21 dias de la coartacién que en las
ratas tratadas con clofibrato (100 mg/kg) después de 1 dia de la coartacion de la aorta
p<0.05. Es importante sefialar que la expresion de la eNOS en las ratas tratadas con
vehiculo después de 1 dia de la coartacion disminuye a los 21 dias de la coartacion de la

aorta en las ratas coartadas tratadas con vehiculo p<0.05 (Figura 11A).
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En ventriculo izquierdo después de 1 dia de la coartacion adrtica la expresion de la
sintasa del o6xido nitrico endotelial fue mayor en ratas coartadas tratadas con vehiculo
que en ratas falsamente coartadas (sham). La estimulacion de los PPARa en las ratas
coartadas tratadas con el farmaco aumenta la expresion de la sintasa del 6xido nitrico
comparada con la expresion tanto de las ratas coartadas tratadas con vehiculo p<0.05 y
las ratas falsamente coartadas (Sham) p<0.01.

Después de 21 dias de la coartacion de la aorta la expresion de la eNOS en el ventriculo
izquierdo es mayor en las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/kg) comparada
con las ratas falsamente coartadas (sham) p<0.001 y las ratas coartadas tratadas con

vehiculo p<0.01 (figura 11B).

Enla figura 12 A observamos que la expresion de AT, en rifién hipertrofico después
de 1 dia de la coartacion de la aorta en ratas cortadas tratadas con vehiculo es mayor
comparada con las ratas falsamente coartadas (sham) p<0.001. Observamos también
que después de la estimulacion de los PPARa por clofibrato (100mg/kg) la expresion
de los receptores AT, siguié siendo mayor en las ratas coartadas tratadas con vehiculo
comparada con la expresion en las ratas coartadas tratadas con el farmaco p<0.001.
Después de 21 dias pos coartacion de la aorta observamos que la expresion de los
receptores AT; en rifion hipertrofico igualmente fue mayor en las ratas coartadas
tratadas con vehiculo comparada tanto con las ratas falsamente coartadas p<0.001 y las
ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/kg) p<<0.001.

Enla figura 12B observamos que la expresion de AT, en ventriculo izquierdo después
de 24 horas de la coartaciéon de la aorta en ratas tratadas con vehiculo es mayor
comparada con las ratas falsamente coartadas (sham) p<0.001. Después de la
estimulacion de los PPARa por clofibrato (100 mg/kg) la expresion de los receptores
AT, sigui6 siendo mayor en las ratas coartadas tratadas con vehiculo que en las ratas
coartadas tratadas con el farmaco p<0.05. Después de 21 dias de la coartacion de la
aorta observamos que la expresion de los receptores AT, en ventriculo izquierdo fue
mayor en las ratas coartadas tratadas con vehiculo comparada tanto con las ratas
falsamente coartadas (sham) p<0.001 y las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100

mg/kg) p<0.05.
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En la figura 13A observamos que la expresion del receptor AT, en rifion hipertrofico
después de 1 dia de la coartacion de la aorta es mayor en las ratas tratadas con
clofibrato (100 mg/kg) que la expresion del receptor observada en las falsamente
coartadas (Sham) p<0.001. La estimulacion de los PPARa por clofibrato (100 mg/kg)
aumenta la expresion del receptor AT, en las ratas tratadas con el farmaco comparada
con la expresion del receptor en las ratas coartadas que Unicamente han sido tratadas
con vehiculo p<0.001. Después de 21 dias de la coartacion de la aorta las ratas coartadas
tratadas con clofibrato (100 mg/kg) siguen teniendo una mayor expresion del receptor
AT, comparada con la expresion observada tanto en las ratas falsamente coartadas
(Sham) p<0.001 y las ratas coartadas tratadas con unicamente con vehiculo p<0.001.

En ventriculo izquierdo la expresion del receptor AT, después de 1 dia post coartacion
de la aorta es mayor en las ratas coartadas tratadas con clofibrato (100 mg/Kg)
comparada tanto en las ratas falsamente coartadas (sham) p<0.001 y las ratas coartadas
tratadas con vehiculo p<0.001. Después de 21 dias pos coartacion de la aorta la
expresion del receptor AT, se mantiene aumentada en las ratas coartadas tratadas con
clofibrato (100 mg/kg) comparada tanto con las ratas falsamente coartadas (Sham)

p<0.001 y las ratas coartadas tratadas inicamente con vehiculo (Figura 13B).
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Figura 1- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la presion arterial sistolica. La presion arterial
sistolica fue medida intracarotideamente en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion
abrtica tratadas con vehiculo y ratas con coartacion aortica tratadas con clofibrato (100mg/Kg). Las
barras representan el valor promedio + e.s de una n= 6 experimentos independientes.*p <0.001 y A
p<0.01, Anova-Tukey
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Figura 2- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno. La formacion de
especies reactivas de oxigeno fue medida en rifion hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion
adrtica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion aortica tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-
Clofibrato) a las 24 hrs(Figura A) y 21 dias (Figura B) posteriores a la coartacion adrtica. Las barras representan el valor
promedio £ e.s de una n= 6 exsperimentos independientes.
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Figura 3- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la produccion de lipidos peroxidados La formacion de
lipidos peroxidados fue medida en en rifidén hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion
adrtica tratadas con vehiculo (AoCo-Veh) y en ratas con coartacion adrtica tratadas con clofibrato (100mg/Kg)
(AoCo-Clofibrato) a las 24 horas (Figura A) y 21 dias (Figura B) posteriores a la coartacion de la aorta. Los datos
representan el valor promedio =+ e.s de una n= 6 experimentos independientes.
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Figura 4.- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la produccion de especies reactivas de
oxigeno. La formacion de especies reactivas de oxigeno fue medida en ventriculo izquierdo en ratas
falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion adrtica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas
con coartacion aortica tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs (Figura A) y 21
dias (Figura B) posteriores a la coartacion aortica. Las barras representan el valor promedio £ e.s de n=6
experimentos independientes. *p<0.05, t-Student

67



[ Sham
0.8 E==3 AoCo-Vehiculo
S o7 | =3 AoCo-Clofibrato(100mg/Kg)
S 07
2 5 067 o
= 5 0.5+ P
c S A
SE ol [ SR
_-9 o 0.3 ':-----::::
%5 ey
S 7 oz i
[}
&0 S
0.0 S
B
121
@ CJSham
5 _ ool [ AoCo-Vehicuo
25" [=3A0Co-Qfibrato (100myKg)
- o
So 06 |
.gg ),
S
5= 03
()
o
00

Figura 5- Efecto de la estimulacién de los PPARa sobre la produccion de lipidos peroxidados. La
formacion de lipidos peroxidados fue medida en ventriculo izquierdo en ratas falsamente coartadas
(sham), ratas con coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica
tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs (Figura A) y 21 dias (Figura B)
posteriores a la coartacion aortica. Las barras representan el valor promedio + e.s de una n=6
experimentos independientes.
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Figura 6- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la expresion de SODCu? /Zn?" La expresion de
fue medida en rifién hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion adrtica
tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica tratadas con clofibrato (100 mg/Kg)
(AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs y 21 dias posteriores a la coartacion aortica (figura A). Las barras
representan el valor promedio = e.s de 6 experimentos independientes *p<0.01 y “p0.05, Anova-Tukey.
La figura B muestra la expresion de la enzima en ventriculo izquierdo de ratas falsamente coartadas
(sham), ratas con coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Veh) y ratas con coartacion adrtica
tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 horas y 21 dias posteriores a la
coartacion aortica. Las barras representan el valor promedio £ e.s de una n=6 experimentos
independientes * p<0.001, ®p<0.001 y #p<0.05 Anova-Tukey.
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Figura 7- Efecto de la estimulacién de los PPARa sobre la actividad de SODCu*"Zn*". La actividad de la SODCu?*"'Zn*"
fue medida en rifdn hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion aortica tratadas con vehiculo
(AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica tratadas con clofibrato (100 mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs ( Figura
A) y 21 dias (Figura B) posteriores a la coartacion adrtica. Las barras representan el valor promedio + e.s de una n= 6
experimentos independientes. *p<0.001Anova-Tukey.
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Figura 8- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la actividad de SODCu?”Zn?". La actividad de
la SODCu?”Zn*" fue medida en ventriculo izquierdo en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con
coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion aortica tratadas con
clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs( Figura A) y 21 dias (Figura B) posteriores a la
coartacion aortica. Las barras representan el valor promedio = e.s de una n=6 experimentos
independientes. *p<0.001 Anova-Tukey.
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Figura 9- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la actividad de la catalasa’. La actividad de la
catalasa fue medida en rifién hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion
aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion aortica tratadas con clofibrato
(100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs( Figura A)y 21 dias (Figura B) posteriores a la coartacion
aortica. Las barras representan el valor promedio £ e.s de una n= 6 experimentos independientes.
*p<0.0.5 Anova-Tukey.

72



0.025=

0.020+
i

0.015+

0.010+

0.005+

Actividad endimética
(K/mg proteil

0.000 T

0.0351

0.0284

o o
o o
= o
~ [
'] Il

(K/mg proteina)

0.0074

Actividad enzimatica de la catalasa

0.000

) Sham
E==3 AoCo-Vehiculo
E== AoCo-Clofibrato (100mg/Kg)

CJSham
EEX3 AoCo-Vehiculo
E=AoCo-Clofibrato(100mg/Kg)

Figura 10.- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la actividad de la catalasa’. La actividad de la
catalasa fue medida en ventriculo izquierdo en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion
aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion aortica tratadas con clofibrato
(100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs( Figura A) y 21 dias (Figura B) posteriores a la coartacion
adrtica. Las barras representan el valor promedio + e.s de una n= 6 experimentos independientes.

*p=0.002 y #p=0.004 Anova-Tukey.

73



A

Sham AoCo-V AoCo-Clofibrato
—_—, A~

< NOS3 120Kda (1 dia)
— Actina

<+—— NOS3 120Kda (21 dias)
<+—— Actina
C=sham

E==3 AoCo-Vehiculo
E=3 AoCo-Clofibrato (100mg/Kg)

[
Q
o

N
a

N
a

A
o 3

1 dia 21 dias

Tratamiento

BqesicndelaeNCs
Lhidedkes adtrarias ceintersiced
a
o

Sham  AoCo-V AoCo-Clofibrato
K_H_H N NOS3 120Kda (1 dia)
I —

ey - : ¢ NOS3 120KDa (21 dia)

<4— Actina

. —— . S

C=Jsham
E==3 AoCo-Vehiculo
E=3 AoCo-Clofibrato(100mg/Kg)

Bxpresion de laeNOS
Unidedes arbitrarias de intensidad
~

1 dia 21 dias

Tratamiento

Figura 11- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la expresion de eNOs. La expresion de fue
medida en rifién hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion adrtica tratadas
con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-
Clofibrato) a las 24 hrs y 21 dias posteriores a la coartacion aortica (figura A). Las barras representan el
valor promedio + e.s de n= 6 experimentos independientes *p<0.05, o p<0.001 y Ap<0.05, Anova-
Tukey.

La figura B muestra la expresion de la enzima en ventriculo izquierdo de ratas falsamente coartadas
(sham), ratas con coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica
tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 horas y 21 dias posteriores a la coartacion
aortica. Las barras representan el valor promedio + e.s de n= 6 experimentos independientes

Ap<0.01,*p<0.05,4p<0.001 ymp<0.01.Anova-Tuke
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Figura 12- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la expresion de los receptores AT,. La
expresion del receptor fue medida en rifion hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con
coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion aortica tratadas con
clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs y 21 dias posteriores a la coartacion adrtica
(figura A). Las barras representan el valor promedio = e.s de n= 6 experimentos independientes.

*p <0.001, A p<0.001, p<0.001 ym p<0.001 Anova-Tukey

La figura B muestra la expresion del receptor AT; en ventriculo izquierdo de ratas falsamente coartadas
(sham), ratas con coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica
tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 horas y 21 dias posteriores a la coartacion
aortica. Las barras representan el valor promedio £ e.s de n=6 experimentos independientes. * p <0.001,
A p<0.05, #p<0.001 ym p<0.05.Anova-Tukey.
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Figura 13.- Efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la expresion de los receptores AT,. La
expresion de fue medida en rifion hipertrofico en ratas falsamente coartadas (sham), ratas con coartacion
aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion aortica tratadas con clofibrato
(100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 hrs y 21 dias posteriores a la coartacion aortica (figura A). Las
barras representan el valor promedio + e.s de n= 6 experimentos independientes.

*p <0.001, A p<0.05, p<0.001 ym p<0.001. Anova-Tukey.

La figura B muestra la expresion del receptor AT, en ventriculo izquierdo de ratas falsamente coartadas
(sham), ratas con coartacion aortica tratadas con vehiculo (AoCo-Vehiculo) y ratas con coartacion adrtica
tratadas con clofibrato (100mg/Kg) (AoCo-Clofibrato) a las 24 horas y 21 dias posteriores a la coartacion
aortica. Las barras representan el valor promedio = e.s de n= 6 experimentos independientes. *p <0.001,
A p<0.001, p<0.0001 ym p<0.0001. Anova-Tukey
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V.- Discusion de resultados

Nuestro estudio provee evidencia de los efectos vasculares in vivo producidos por el
activador de los PPARa, clofibrato, sobre la presion arterial, ya que la administracion de
este farmaco por 1 y 21 dias evitd el aumento de la presion arterial en ratas con
coartacion de la aorta asi como también produjo una disminucion de las especies
reactivas de oxigeno y lipoperoxidacion tanto en ventriculo izquierdo y rifion
hipertroéfico. Con los que respecta a las enzimas antioxidantes la isoforma
SODCu*"Zn*" y la catalasa, estas aumentaron su actividad y expresiéon de la primera
unicamente después de 1 dia de la coartacion de la aorta. Sin embargo la expresion de
la sintasa del o0xido nitrico aumentd su expresion solamente después de 21 dias de
tratamiento. Los receptores AT; y AT, también mostraron un aumento en su expresion
desde 1 dia de tratamiento con clofibrato hasta los 21 dias de estimulacion con el
farmaco.

Existen importantes evidencias clinicas que indican que las especies reactivas de
oxigeno juegan un papel fisiopatoloégico preponderante en el desarrollo de la
hipertension (Harrison DG 1997). Esto se debe, en gran medida, al exceso de O’y a la
disminucién en la biodisponibilidad de NO en el arbol vascular y en el rifion y al
remodelado cardiovascular mediado por las especies reactivas de oxigeno (Touyz RM
2003; Chabrashvilli T et al 2002; Kishi T et al 2004). Se ha demostrado que en cultivos
de células de musculo liso vascular asi como en arterias aisladas de ratas hipertensas y
de humanos, la produccion de especies reactivas de oxigeno esta aumentada y la
bioactividad antioxidante esta reducida (Touyz R y Schiffrin EL, 2001). Por ende, esta
evidencia permite avalar el papel del estrés oxidativo en la patogenia de la hipertension.
En nuestro estudio, la prevencion al incremento de la presion arterial en las ratas con
coartacion aortica tratadas con clofibrato (100 mg/kg) se acompafié de una disminucion
en la produccion de especies reactivas de oxigeno. Nuestros resultados muestran que en
el rifion hipertrofico de ratas con coartacion de la aorta con 1 dia de tratamiento con
clofibrato (100 mg/Kg) la produccion de especies reactivas de oxigeno disminuye,
observandose ademads, una disminucion en la lipoperoxidacion. Por otro lado en el
ventriculo izquierdo de ratas que han sido coartadas y tratadas con el farmaco por 1y 21
dias se observa una disminucion tanto de las especies reactivas de oxigeno como de los

lipidos peroxidados.
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Se ha demostrado por varios estudios que, el origen de las especies reactivas oxigeno
en el endotelio, adventicia y células del musculo liso derivan primariamente de la
NAD(P)H oxidasa, una subunidad enzimatica que cataliza la produccion de O,” por la
reduccion de un electron del oxigeno que utiliza NAD(P)H como donante de un electréon
(Griendling KK y Sorescu D, 2000; Lassegue B y Clempus RE, 2003 ). Apoyando la
teoria de que la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno predispone a la
hipertension arterial existen reportes en los cuales modelos de ratones deficientes en
enzimas generadoras de ROS en especial NAD(P)H oxidasa tienen presiones arteriales
bajas, en comparacion con las ratones control y la infusion con angiotensina II no
produce hipertension en estos animales (Landmesser U y Cai H, 2002). En ratas
espontaneamente hipertensas se han identificado varios polimorfismos en la region
promotora del gen de la subunidad p22"™* (Zalba G y Baeumont FJ, 2001). Este hecho
tiene gran importancia clinica, debido a que se ha descrito la asociacion del
polimorfismo de esta subunidad y la produccion de O, mediada por NAD(P)H oxidasa
en la pared vascular de pacientes con hipertension (Moreno MU y San José G, 2003). El
incremento en la expresion de la subunidad p47phox se ha observado en los vasos del
rindn, la macula densa y la porcion distal de las nefronas de ratas jovenes
espontaneamente hipertensas, hecho que sugiere que el aumento de la actividad de la
NAD(P)H oxidasa renal precede al desarrollo de la hipertension arterial (Kishi T et al,
2004; Fujii S et al 2003)

La estimulacion de los PPARa, por medio de sus ligandos, podria disminuir los efectos
deletéreos del aumento en el estrés oxidativo. Se ha demostrado que la estimulacion de
los PPARa por fibratos disminuye el RNAm de la NAD(P)H oxidasa en cultivos de
células endoteliales humanas (Newaz M y Blanton A, 2005; Beswick RA y Dorrance
AM, 2001), siendo principalmente la subunidad p22phOX la que reduce la expresion de su
RNAm (Inoue S y Goto T, 2001). Por lo tanto, un mecanismo por el cual el clofibrato
(100 mg/kg) mejora la presion arterial en ratas con coartacion aortica incluye la
disminucioén de las especies reactivas de oxigeno debido a una disminucion en la
expresion de alguna de las subunidades de la NAD(P)H oxidasa .

En los mamiferos las ROS se metabolizan a HO,y O, por accion de la SODCu*"Zn*
y catalasa. Wang y colaboradores (Wang HD y Johns DG, 2002) reportaron que la
sobreexpresion de SODCu*""Zn*" evita el dafio por isquemia en el tejido, ademas se ha
demostrado que esta enzima reacciona selectivamente con el radical superoxido y

prolonga la vida media del NO (Pryor WA vy Squiadrito GL, 1995; Crow JP et al,
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1994), por eso la importancia del estudio de esta enzima y su participacién en la
disminucion del estrés oxidativo. Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento con
SODCu*"Zn*" u otros antioxidantes mejora las funciones vasculares y renales, revierte
el remodelado vascular y desciende la presion arterial (Rodriguez Turbe B y Zhan CD,
2003; Virdis A y Neves MF, 2004). Algunas investigaciones han demostrado (Inoue I y
Goto T, 2001) que la activacion de PPARa por bezafibrato aumenta la expresion génica
y los niveles de proteina de SODCu”*"Zn*" en células endoteliales. Nuestros resultados
indican que el clofibrato, activador de los PPARc, aumenta in vivo la actividad y la
expresion de la SODCu*"Zn*" en ratas con coartacion aértica que fueron tratadas por un
dia con la dosis de 100 mg/kg. Este evento parece depender del tiempo ya que, el
tratamiento por 21 dias no fue capaz de mantener el aumento en la actividad y expresion
de la SODCu?”Zn”" en los drganos estudiados. Lo que nos indica la importancia de
esta enzima en la disminucion de ROS en las etapas tempranas del desarrollo de la
hipertension.

La catalasa esta involucrada en la desintoxicacion por H,O, y por lo tanto brinda
proteccion contra el estrés oxidativo. Se ha demostrado que en el promotor del gen de
la catalasa existe un elemento de respuesta a la proliferacion peroxisomal (PPRE)
(Mehendale H 2000) y por lo tanto la catalasa se ha identificado como una enzima
blanco de los PPARa. El mal funcionamiento en la actividad de la catalasa eleva los
niveles intracelulares de H,O, el cual es permeable a la membrana celular y por lo tanto
puede difundirse extracelularmente provocando dafio. Tomaya y colaboradores
(Tomaya et al 2004) han demostrado que la activacion de los PPARa por fenofibrato
tiene una accion antifibrética en el modelo de cirrosis de higado de ratas, esta accion
antifibrotica debida a la accion del fenofibrato da por resultado un efecto antioxidante
que aumenta la expresion y actividad de catalasa en higado. Nuestros resultados
muestran que la actividad de la catalasa se aumenta también en ratas coartadas tratadas
con clofibrato (100 mg/kg) durante un dia, sin embargo, después de 21 dias de
tratamiento con clofibrato (100 mg/Kg) tanto en rifién hipertrofico como en ventriculo
izquierdo la enzima no aumenta su actividad confirmando la importancia de esta enzima
contra el estrés oxidativo en las etapas tempranas de la hipertension y por lo tanto su
participacion en la prevencion del incremento de la presion arterial.

Existen evidencias de que las ROS, tales como el aniéon superdxido, perdxido de
hidrogeno y radical hidroxilo tienen un papel importante en el desarrollo de Ila

hipertension arterial. El aumento del anion superdxido posibilita su reaccion con el
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oxido nitrico formando peroxinitrito, con lo que disminuye la biodisponibilidad del NO
y con ello sus propiedades vasoprotectoras y antiaterogénicas. El peroxinitrito es un
compuesto sumamente toxico para la célula y capaz de producir vasconstriccion

(Beckman JS y Koppenol WH, 1996).

Goya K y colaboradores (Goya K et al 2004) han demostrado que en cultivos de células
endoteliales, el fenofibrato (>10umol/L) induce la sobreexpresion de los niveles de
proteina de eNOS y aumenta los niveles de RNAm, sin embargo el analisis de la
secuencia del promotor de la eNOS humana revela que este no tiene ningin PPRE
(Goya K et al, 2004) sugiriendo que los PPARa no interaccionan directamente con la
region del promotor de eNOS. Se ha propuesto que la activacion de los PPARa
estabiliza el RNAm de la eNOS aumentando por tanto su expresion y actividad.
Nuestros resultados muestran que la expresion de la eNOS se encuentra aumentada en
las ratas tratadas con clofibrato (100 mg/kg) por 21 dias en rifion hipertrofico y
ventriculo izquierdo comparada con la expresion de las ratas coartadas tratadas con
vehiculo, este aumento en la expresion de eNOS sugiere que en ratas tratadas con
clofibrato (100mg/kg) se estabiliza el RNAm como indican los experimentos de Goya y
colaboradores; aumentando de esta manera su expresion y actividad y por lo tanto
aumentando también la produccion de NO lo que ayuda a mejorar el daio endotelial
causado por la coartacion. Este evento podria ser el responsable de la prevencion del
incremento de la presion arterial de las ratas coartadas tratadas con el farmaco posterior
al dafio en periodos sub-crénicos. Nuestro resultados ademas nos indican que en etapas
subcronicas posterior al dafio el NO desempefia un papel muy importante en la
regulacion de la presion arterial y la bateria antioxidante deja de tener un efecto
preponderante en la disminucion de la presion arterial. Nuestros resultados concuerdan
con los datos obtenidos por Tabernero y Schoojans quienes demostraron que el
fenofibrato activador de los PPARq, también mejora la vasodilatacion mediada por NO
endotelial aumentando la actividad antioxidante en los vasos sanguineos de raton
sugiriendo el importante papel que desempenan los PPARa en la pared vascular.

La angiotensina II media sus efectos actuando a través de sus receptores AT, y AT, por
medio de los cuales regula la presion arterial. La activacion del receptor AT, produce
vasoconstriccion, estimula la produccion de superdxido, liberacion de endotelina, la
peroxidacion de lipidos y la expresion de moléculas de adhesion, todos estos efectos

fisioldgicos mediados por los receptores AT; causan un aumento de la presion arterial
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(Allen A y Zhuo J, 2000) . En nuestro estudio evaluamos la participacion del receptor
AT, mediante la cuantificacion de su expresion proteica tanto en ventriculo izquierdo
como en rifién hipertrofico a 1 y 21 dias después de la coartacion de la aorta. Nuestros
resultados muestran que las ratas con coartacion adrtica presentan un incremento en la
expresion del receptor AT lo cual se correlaciona con el aumento que se observa en la
presion arterial. Sin embargo las ratas con coartacion de la aorta que fueron tratadas con
clofibrato (100 mg/Kg) no presentan este aumento en la expresion de AT;; Este hecho
contribuye a la prevencion del aumento de la presion arterial que se observa como

efecto de la coartacion.

Evidencias recientes sugieren que los receptores AT, pueden tener participacion en la
regulacion de la presion arterial y la funcion renal, contraponiéndose al efecto
vasoconstrictor de la Angll mediada por los receptores AT;. El significado de la
estimulacion de los receptores AT, en la regulacion de la presion arterial ha sido
propuesta por Tsutsumi et al, 2003 quienes, usando ratones transgénicos, lograron
sobreexpresar selectivamente, receptores AT, en células de musculo liso vascular y
observaron que la infusion con Angll no causa respuesta presora, la cual estaba
presente en los ratones silvestres. Recientemente Banks y colaboradores han
demostrado que el tratamiento con clofibrato (250mg/Kg) intraperitonealmente a ratas i
por 2 o 7 dias modulaba el tono vasomotor, incrementando la expresion de los
receptores AT, y disminuyendo la expresion de los receptores AT, Estos hallazgos
sugieren que los receptores AT, regulan la presion arterial probablemente modulando la
respuesta vasoconstrictora. En general, se ha descrito que los efectos cardiovasculares
del receptor AT, parecen ser opuestos a los del receptor AT;; entre ellos se encuentran:
vasodilatacion, inhibicion del crecimiento celular y produccion de oxido nitrico (Berry
C y Touyz RM, 2001). Estos efectos se contraponen a los efectos producidos por el
receptor AT;. En nuestros resultados el aumento de la expresion de los receptores AT,
podria favorecer la disminucion de la presion arterial en ratas con coartacion de la aorta
tratadas con clofibrato (100mg/kg) tanto en 1 como en 21 dias favoreciendo la
vasorrelajacion en estas ratas oponiendose al efecto vasoconstrictor realizado por Angll
al interactuar con los receptores AT;.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo nos conducen a entender
mejor el papel que desempefia la activacion de los PPARa en el aumento de la

expresion y actividad de las enzimas antioxidantes SODCu*"Zn* y catalasa en las
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etapas tempranas del desarrollo de la hipertension y el papel que desempeia la sintasa
del 6xido nitrico endotelial en la prevencion del desarrollo de hipertension en las etapas
tardias (sub-cronicas); asi como también la participacion de los receptores AT; y AT, en

la modulacion de la presion arterial en ratas con coartacion adrtica.
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VIl.- Conclusiones

e La estimulacion de los PPARa por accion de clofibrato disminuye la
presion arterial en la etapa aguda posterior al dafio. Este efecto
parece deberse a un aumento de la participaciéon de los sistemas
antioxidantes (SOD y catalasa), los cuales se activan para minimizar
el dafio producido por la coartacion adrtica, la isquemia renal y la

consecuente sobreproduccidn de especies reactivas del oxigeno.

e La estimulacion de los PPARa por accion de clofibrato disminuyo
efectivamente la hipertension arterial inducida por la coartacion de la

aorta tanto en 1 como en 21 dias de tratamiento.

e Durante la etapa aguda (1 dia) posterior a la coartaciéon la actividad
y expresion de las enzimas antioxidantes (SOD y catalasa) parecen

tener una participacion en la modulacion de la presion arterial.

e La expresion de la sintasa del 6xido nitrico endotelial no parece
tener participacion en la modulacidn de la presion arterial en la etapa

aguda posterior a la coartacion.

e Durante la fase sub-cronica de la hipertension arterial inducida por
coartacion de la aorta, los mecanismos de defensa antioxidante (SOD
y Catalasa) no modifican su actividad ni expresion, respecto a las
ratas normotensas, en los tejidos estudiados (rifion hipertrofico y

ventriculo izquierdo).
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e La sintasa del 6xido nitrico endotelial parece tener participacidén en
la modulacién de la presion arterial en la etapa sub-cronica posterior
a la coartacion; ya que la expresion de esta enzima se encuentra

aumentada en este estadio de la hipertension.

e La disminucion de la presion arterial se puede también explicar por
una disminucion en la expresion de los receptores AT, y un aumento
en la expresion de los receptores AT, los cuales, al ser estimulados,
aumentan la vasodilatacion via NO y por lo tanto regulan

efectivamente la presion arterial tanto en 1 como en 21 dias.
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PREPARACION DE SOLUCIONES.

1.- Buffer de homogenizacion:

Tris HCI (100 mM) pH 7.4: se disuelven 8.88 g de TrisHCI en 500 ml de agua
desionizada. Se ajusta el pH a 7.4 con HCI (IN).

Se agrega 10ml de NaF (0.2M) a 100 de Tris HClI (100 mM), posteriormente se
agregan 5 ml de Na3;VOs vy finalmente se agregan inhibidores de proteasas (cada
tableta de Complete se debe disolver en 2 ml de agua desionizada y por cada 920 pul de
buffer de lisis agregar 80 pl) .

2.- Reactivo Bradford
Adicionar a 50 ml de etanol absolutol00 mg de azul de Coomassie y agitar hasta
disolver, posteriormente adicionar 100 ml de acido fosférico y agitar durante 60

segundos. Aforar a 200 ml con agua desionizada, filtrar y guardar en un frasco ambar.

3.- Buffer de carbonatos en triton X-100
Pesar 0.8401 g de NaHCOs3 y disolver en 500 ml de agua desionizada. Llevar a pH de
10.2 y agregar Triton al 0.02% hasta un volumen de 100 ml.

4.- Solucidn sustrato para determinacion de SOD: Buffer de carbonato de sodio (20
mM) pH 10.2 en tritéon (0.02%) que contenga citocromo ¢ (10 M), azida de sodio (10
uM), xantina (100 uM) y EDTA (0.1mM). Preparar en fresco y mantener esta solucion
a37°C.

5.- Preparacion de solucion de xantina oxidasa: Preparar una solucién que contenga
EDTA (0.1 mM) y 3.4 mg de xantina oxidasa en 100 ml de buffer de carbonatos. Esta

solucion se debe mantener en hielo.
5.- Solucion patrén de acrilamida: Se disuelven 30 g de acrilamida y 80 g de

bisacrilamida (N,N —metilen-bis- arcrilamida) en agua bidestilada. Se afora a 100 ml y

se almacena protegida de la luz a 2-8°C.
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6.- Solucién 4X Tris-HCI/SDS pH 8.8
Disolver 91 g de tris base en 300 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 8.8 Aforar a
500 ml, filtrar la solucion y agregar 2 g de SDS, agitar y almacenar a 4°C.

7.- Solucién 4X Tris-HCI/SDS pH 6.8
Disolver 6.05 g de tris base en 40 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 6.8. Aforar a

100 ml, filtrar la solucion y agregar 0.4 g de SDS, mezclar y almacenar a 4°C.

8.-Solucion de corrida 4X.
Se pesanl2.12 g de Tris-base, 57.6 g de glicina 'y 4 g de SDS y se disuelven en 750 ml

de agua bidestilada, después se completa a 1 litro. Almacenar de 2°-8°C.

9.- Solucion amortiguadora de transferencia
Pesar 14.4 g de glicina y 3.03 g de Tris-base, disolver en 250 ml de agua bidestilada,

agregar 200 ml de metanol absoluto y aforar a 1 It.

10.- Solucion amortiguadora de carga

Se agrega en un tubo falcon de 50 ml los reactivos siguientes:
Agua destilada: 4 ml

Tris HCI (0.5M) pH 6.8: Iml

SDS (10%): 0.8 ml.

Beta-mercaptoetanol: 1.6 ml

Azul de bromofenol: 0.5 ml

Se almacena a temperatura ambiente.

11.-Solucién de PBS pH 7.2
Mezclar 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 41.15 g Na,HPO4 y 0.02 g K,HPO,. Aforar a 1 litro y
ajustar pH 7.2.

12.- Solucion de bloqueo

Disolver 5g de leche descremada en polvo en 100ml de PBS pH 7.2.

13.- Solucion de Fosfatos y Tween 20
Se agrega a 1 litro de PBS (pH 7.2) 500ul de Tween 20.

87



14.-Persulfato de amonio al 10%
Pesar 5 g de persulfato de amonio y disolverlo en 100 ml de agua bidestilada. Guardar a

4°C.

Preparacion del sistema para transferencia de proteinas.

Colocar los materiales siguientes en el orden que se indica:

1.- Papel filtro (3 cuadros previamente humedecidos en buffer de transferencia).
2.-Membrana PVDF (Preparada como indica el proveedor Millipore).

3.-Gel de acrilamida. (Conteniendo las proteinas previamente separadas por
electroforesis)

4.-Papel filtro (3 cuadros previamente humedecidos en buffer de transferencia).

Colocar el emparedado en la unidad de transferencia
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