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1.0 INTRODUCCION

Durante 2007, en México, poco mds de 87 mil personas fallecieron a causa de alguna
enfermedad del corazén. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las
enfermedades cardiovasculares, como el infarto al miocardio y el accidente
cerebrovascular, cobran 17.5 millones de vidas al afio en el mundo. Los ataques al corazén
y los accidentes cerebro vasculares (AVC) se deben principalmente a obstrucciones,
muchas veces de placas de colesterol o grasa, que impiden que la sangre fluya hacia el
corazdn o el cerebro, motivo por el que al no llegar la sangre suficiente las células mueren;
también pueden ser causados por hemorragias y el proceso en las células es similar. Estas
enfermedades se pueden prevenir al cambiar estilos de vida, malos habitos y conductas

de riesgo, por lo que resulta imperioso favorecer su prevencion'® ’°.

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) consiste en una cascada de
interacciones entre enzimas y sustratos que ocurren en la circulaciéon general y culminan
con la produccion de Angiotensina Il (Ang 1l), el péptido activo responsable de los efectos

conocidos de éste sistema®’.

El aumento de los valores tisulares de Ang Il participa en la génesis de numerosos
procesos cardiovasculares que aumentan la morbimortalidad del paciente, tales como la
hipertension arterial (HTA), la hipertrofia cardiaca, el remodelado cardiovascular, la
nefropatia diabética, la cardiopatia isquémica o la insuficiencia cardiaca y renal. Las
acciones fisiopatoldgicas de la Ang Il son consecuencia de su interaccion con los

receptores AT, y AT,, localizados en la superficie de la membrana de las células diana®.

El SRAA juega un papel clave en la remodelacién estructural y funcional después de un
infarto al miocardio. De acuerdo con Anavekar & Solomon en 2005 la Ang Il desempefia
un papel fundamental en el desarrollo de remodelado del ventriculo izquierdo (VI)
después del infarto al miocardio (IM). Se ha demostrado que el RNAm vy los niveles de

proteina para angiotensindgeno, ECA, ECA2 vy los receptores de la angiotensina se



incrementan en corazones de rata después de un IM®. Estos componentes pueden ser
determinados mediante técnicas moleculares con la finalidad de conocer si éstos se
modifican con la enfermedad o bien con el tratamiento farmacoldgico. Los cuales pueden
ser biomarcadores importantes de las enfermedades cardiovasculares. Por lo que en esta
tesis se recopilard informacidn de varios componentes del SRAA en el infarto miocardico
mediante una revision biblio-hemerografica y electrénica para conocer las técnicas de

biologia molecular aplicadas para su cuantificacién.



2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Recopilar informacion de varios componentes del SRAA en el infarto miocardico mediante
una revision biblio-hemerografica y electrénica para conocer las técnicas mas utilizadas de

biologia molecular aplicadas para su cuantificacién.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Establecer los principios basicos anatomo-fisioldgicos del sistema cardiovascular.

¢ Determinar la participacion del sistema renina angiotensina aldosterona en el

sistema cardiovascular.

¢ Realizar la integracion de los conceptos de infarto miocardico, tratamiento
farmacoldgico y la participacién del sistema renina angiotensina aldosterona en

esta enfermedad.

¢ Analizar las técnicas aplicadas para la cuantificacion de las enzimas ECA y ECA2 asi

como de los receptores AT, y AT,.



3.0 ANATOMIA DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema cardiovascular estd formado por el corazén que actla como una bomba que
impulsa la sangre para que circule por todo el organismo, y los vasos sanguineos que son
los encargados de transportar la sangre y distribuirla por todos los tejidos (Figura 1). De
esta manera el sistema cardiovascular queda constituido por dos subsistemas: el sistema
cardiaco y el sistema vascular. La principal funcidn del sistema cardiovascular es bombear
la sangre a todas las partes del cuerpo para transportar nutrientes, agua y gases que
llegan al cuerpo desde el exterior, hormonas secretadas por las glandulas endocrinas
hasta sus células diana, anticuerpos, glébulos rojos entre otros, ademas de eliminar

productos de desecho®" %% 1%,

Figura 1. Sistema cardiovascular®.



3.1 Corazdn

3.1.1 Localizacién

El corazén es una estructura cdnica relativamente pequeia de un tamaio aproximado de
unos 12 cm de longitud, 9 cm de anchura y 6 cm de grosor maximo. Su masa promedia es
de 250 y 300 g en mujeres y varones adultos respectivamente. Se localiza en el mediastino
anterior, entre ambos pulmones, apoyado encima del diafragma y por detras del
esterndn. La mayor parte del volumen del corazdn esta en el hemitérax izquierdo (Figura
2). Es un drgano muscular hueco con forma de cono invertido. La punta cardiaca
constituye el vértice, se dirige hacia abajo, adelante y hacia la izquierda, y la base estd

localizada hacia arriba, atrds y hacia la derecha®> %1%,

S Aorta

Pulmon
izquierdo

\,

Figura 2. Localizacién del corazon®.

3.1.2 Estructuras y cavidades.

La membrana que rodea el corazén y lo protege es el pericardio, el cual impide que el
corazéon se desplace de su posicién en el mediastino, al mismo tiempo que permite
libertad de movimiento suficiente para su contraccion rapida y fuerte, consta de dos
partes principales el pericardio fibroso y el pericardio seroso. El pericardio fibroso es el
superficial y se compone de tejido conectivo denso e irregular resistente, previene el
estiramiento excesivo del corazén, lo protege y lo fija en el mediastino. El pericardio
seroso es la porcién profunda y es una membrana mas delgada y delicada que forma una
doble capa alrededor del corazén. La capa parietal externa del pericardio seroso se

fusiona con el pericardio fibroso. Su capa visceral interna, también Ilamada epicardio se



inserta en la superficie del corazén. Entre estas dos capas, esta una delgada pelicula de
liquido seroso. Este liquido pericardico es una secrecién resbalosa de las células
pericardicas que reduce la fricciéon entre las membranas resultante de los movimientos
cardiacos. La pared del corazén estd formada por tres capas, epicardio, miocardio y
endocardio. El epicardio es la capa externa, transparente y delgada de la pared cardiaca,
se compone de mesotelio y tejido conectivo delgado, que confiere textura lisa y
resbaladiza a la superficie externa del corazén. El miocardio o capa intermedia, también
llamado musculo cardiaco abarca gran parte de la masa cardiaca y de él depende la
funcién de bombeo del érgano. El endocardio es la capa interna y consta de endotelio
delgado que recubre una capa delgada de tejido conectivo, constituye un revestimiento

liso de las cavidades y valvulas cardiacas, estd en contacto directo con la sangre y ayuda a

31,104

impedir que se coagule en las cavidades cardiacas (Figura 3)

Miocﬁrdio—l

| Endocardio |

Figura 3. Capas del corazdn®®.

El interior del corazén estd ocupado por cuatro cavidades cardiacas: dos auriculas

(derecha e izquierda) y dos ventriculos (derecho e izquierdo) (Figura 4).



Nédulo sinoauricular

(SA)

Noédulo auriculoventricular
(AV)

AD = Auricula derecha
VD = Ventriculo derecho
Al = Auricula izquierda
VI = Ventriculo izquierdo

Figura 4. Cavidades cardiacas'®.

Las auriculas son cavidades de baja presién que poseen paredes delgadas. La auricula
derecha (AD) forma el borde derecho del corazén y recibe sangre de las venas cava
superior e inferior y del seno coronario. Se encuentra comunicada con el ventriculo
derecho (VD) por medio de la valvula auriculoventricular denominada tricuspide. Las
valvulas del corazén permiten que el flujo sanguineo sea unidireccional. Las auriculas
estan divididas por el tabique interauricular. La auricula izquierda (Al) recibe la sangre de
las cuatro venas pulmonares y se comunica con el ventriculo izquierdo (VI) a través de la
valvula tricuspide o mitral. Los ventriculos son cavidades de alta presion, poseen paredes
mas gruesas que las auriculas y envian sangre a las grandes arterias. El ventriculo derecho
(VD) esta situado en la parte anterior derecha del corazén, en el cudl la sangre fluirad a
través de la valvula semilunar pulmonar hacia la arteria pulmonar. El tabique
interventricular es la divisién que separa los ventriculos derecho e izquierdo. El ventriculo
izquierdo (VI) forma el vértice del corazon, la sangre pasa de éste por la valvula semilunar
adrtica a la aorta ascendente, donde desde ésta, una parte fluye a las arterias coronarias
que se ramifican de la aorta y llevan la sangre a la pared cardiaca, mientras que el resto de
la sangre pasa al cayado de la aorta y la aorta descendente por medio de las cuales se

lleva la sangre hacia todo el cuerpo (Figura 5)*" %% 1%,



Vena cava
superior

Vena cava
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Figura 5. Representacion esquematica de las valvulas cardiacas'®.

3.2 Circulacién de la sangre

3.2.1 Circulacién general y pulmonar

Por cada latido, el corazéon bombea sangre en dos circuitos cerrados, la circulacién general
y pulmonar. La circulacidon general comienza en el VI el cual recibe sangre oxigenada de los
pulmones que sera bombeada hacia la aorta, por el sistema arterial se conduce hasta los
capilares llegando a todos los tejidos. En ellos se tiene lugar el intercambio de nutrientes y
gases, la sangre deja oxigeno (O,) y recibe diéxido de carbono (CO,), transformandose en
sangre pobre en O,, a esta sangre se le denomina desoxigenada por poseer menos O, que
la sangre que circula desde los pulmones a los tejidos. Esta se recoge en el sistema venoso
gue confluye en la vena cava inferior y en la vena cava superior, hasta llegar a la auricula
derecha. El VD es la bomba de la circulacion pulmonar, el cual recibe la sangre
desoxigenada proveniente de la circulacién general y la envia hacia las arterias

pulmonares. En los capilares pulmonares la sangre pierde el CO;, que se exhala y recibe O,.



La sangre oxigenada fluye por las venas pulmonares hacia la auricula izquierda (Figura 6)*"

94, 104

Circulacion hacia los
tejidos de la cabeza y la
Capilares parte superior del cuerpo

sistémicos

Pulmén » < Pulmon

Capilares

pulmonares Circulacién hacia los

tejidos de la parte
inferior del cuerpo

Circulacién
sistémica

Figura 6. Esquema de la circulacién general o sistémica y menor o pulmonar. En gris claro se
representa la sangre oxigenada y en gris oscuro la sangre desoxigenada. Las flechas indican el
sentido del movimiento del flujo de sangre por los vasos™'.

3.2.2 Circulacién coronaria

El flujo de la sangre por los numerosos vasos que penetran en el miocardio se denomina
circulacidon coronaria o cardiaca. Al contraerse el corazén recibe poca sangre oxigenada
por las arterias coronarias, que se ramifican de la aorta ascendente. Sin embargo, cuando
éste se relaja, la presién arterial alta en la aorta impulsa la sangre por las arterias

coronarias, luego a los capilares y por ultimo a las venas coronarias’® 1%,



4.0 FISIOLOGIA DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR

4.1 Fisiologia de la contraccién miocardica

Los diferentes componentes del ECG reflejan |la despolarizacidon o repolarizacién de las
auriculas o los ventriculos®. Los potenciales de accién que se inician en el nodo SA se
propagan por el sistema de conduccién cardiaco y excitan las fibras musculares auriculares
y ventriculares “funcionales” o fibras contractiles. Un potencial de accidén ocurre en tales

fibras de la manera siguiente (Figura 7):

FASE 4: POTENCIAL DE MEMBRANA EN REPOSO. Las fibras contractiles tienen un potencial

de membrana en reposo cercano a -90 my°8 94 104

FASE 0: DESPOLARIZACION. Cuando se alcanza un determinado grado de despolarizacién
denominado potencial umbral de excitacién se abren los canales de iones sodio (Na®)
llamados canales de sodio rapidos controlados por voltaje. Debido a que el medio
intracelular es mas negativo que el liquido extracelular y en éste son mayores las
concentraciones de Na®, ocurre el flujo de entrada de Na® conforme a su gradiente

imi fa A 4,104
electroquimico que produce la despolarizacién rapida®® ** 1%,

FASE 1: REPOLARIZACION INICIAL. Cuando los canales de Na* se cierran, la célula comienza

. . , . 4
a repolarizarse a medida que el K* sale a través de los canales de K* abiertos®® **.

. 2
FASE 2: MESETA. En esta fase se abren los canales de calcio (Ca“’) lentos controlados por
voltaje, esto incrementa la permeabilidad a los iones calcio asi como los valores de Ca’*en
el medio intracelular. Simultdneamente se reduce la permeabilidad de la membrana a los

iones potasio como efecto del cierre de los canales de K* >8,94,104

FASE 4: REPOLARIZACION RAPIDA. Los canales de potasio controlados por voltaje se abren

lo cual aumenta la permeabilidad de la membrana a los K*, asi mismo se cierran los

10



canales de calcio. La salida de mas K* de las fibras y la entrada de menos Ca* en ellas hace

que se restaure el potencial de membrana en reposo negativo (- 90 mv)>% 4104,

{Pya Py = Permeabilidad al ion X

®/ @/09.( Y {Pe,

@ {Pc Y tPca
Pra

@) ®

T T T T
0 100 200 300

— Tiempo (ms) ——

m CANALES DE MEMBRANA

. Potencial de membrana (mV)
— Q +
8 8 8 & 8 - B

0 Los canales de Na+ se abren.

1 Los canales de Na+ se cierran.

2 Los canales de Ca++ se abren; los canales rapidos de K+ se cierran.
3 Los canales de Ca++ se cierran; los canales rapidos de K+ se abren.
4 Potencial de reposo.

Figura 7. Potencial de accién de una célula contractil cardiaca. (Modificado de Velez, 2009)

4.2 Sistema de conduccion del corazon

La actividad eléctrica se realiza de forma continua y ciclica, para ello el musculo cardiaco
tiene unas caracteristicas que le confieren una consideracién fisiolégica especial. En
primer lugar tiene la capacidad de contraerse con mayor o menor intensidad

dependiendo de una serie de factores, propiedad denominada inotropismo cardiaco (o

11



contractilidad). Como tejido formado por células excitables capaces de generar sefiales

eléctricas (potenciales de accién), es un tejido excitable®".

Las células miocardicas se activan siguiendo un orden preestablecido para que su
contraccion sea efectiva. Para conseguir esta secuencia fisioldgica de activacidn se inicia la
produccién espontdnea de impulsos eléctricos en el sistema de conduccién especializado

con lo que se consigue la contraccion ritmica del corazén**°.

La excitacién cardiaca comienza en el Nodo Sinoauricular (SA) situado en la pared
auricular derecha, cada potencial de accién del Nodo SA se propaga a las auriculas, las
cuales se contraen a su paso. Al propagarse por las fibras auriculares, el potencial de
accioén llega finalmente al nodo auriculoventricular (AV) situado en el tabique entre las
auriculas justo por delante de la abertura del seno coronario. El potencial pasa al haz de
His, que es la Unica conexidn eléctrica entre las auriculas y los ventriculos. El haz de His se
divide en dos ramas, derecha e izquierda que se dirigen a los ventriculos
correspondientes, las dos ramas se dividen dando lugar a numerosas fibras denominadas
fibras de Purkinje. Por ultimo las fibras de Purkinje conducen el potencial de accién,
primero el vértice del miocardio ventricular y luego, hacia arriba, al resto de las fibras

musculares de los ventriculos (Figura g)%0 2> 104,110

Nodo S-A _ s

! Auﬂcull_’ e
yNodo A-V_

‘\}ju de Hl_s
*N‘ __Ramas _ ) | ‘
Fibras do_ \N-

. - S - — '1
Masculo ventricular

Electrocardiograma w ‘ 1
il T
ars

Figura 8. Sistema de conduccién del corazén®.

Potenciales
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4.3 Electrocardiograma

La propagacién de los potenciales de accidn en el corazén genera corrientes eléctricas
detectables en la superficie corporal. Se denomina electrocardiograma (ECG) a la
representacion grafica de estos cambios eléctricos. EIl ECG estd compuesto por los
potenciales de accién que producen todas las fibras miocardicas en cada latido. El
instrumento usado para ello es el electrocardidgrafo, el cual permite al médico obtener
informacién sobre diversos trastornos del ritmo y de la conduccién, el grado, la
localizacion y la evolucién de una lesién del miocardio, la influencia de determinados

, , 10, 104
farmacos en el corazén, entre otros™® 1%,

En un ECG pueden definirse tres elementos: ondas, segmentos e intervalos. Las ondas
aparecen como deflexiones por encima o por debajo de la linea de base. Los segmentos
son secciones de la linea de base entre dos ondas. Los intervalos son combinaciones de
ondas y segmentos (Figura 9). La onda P es una pequeia deflexién ascendente del ECG
que corresponde a la despolarizacién auricular la cual se propaga desde el nodo SA por
ambas auriculas, tiene una duraciéon aproximada de 0.08 s, las ondas P grandes podrian

indicar agrandamiento auricular (auriculomegalia)31' 94,104, 110

El complejo QRS representa el comienzo de la despolarizacién ventricular, tiene una
duracién menor de 0.10 s. La onda Q representa el comienzo de la despolarizacién
ventricular que empieza un poco antes en el lado izquierdo, suele estar agrandada en
infarto del miocardio. La onda R representa la porcidn media de la despolarizacion
ventricular, es decir el paso de la despolarizacién por las fibras de Purkinje, una onda R
mayor a lo normal indica generalmente agrandamiento ventricular (ventriculomegalia). La
onda S representa la porcidon terminal de la despolarizacidon ventricular, es decir, la
despolarizacién que asciende por las paredes del ventriculo en direccién hacia las
auriculas. La onda T representa la repolarizacion de los ventriculos y ocurre justo antes de
gue inicie la relajacién de éstos, la onda T es mas plana que lo normal cuando el miocardio

recibe oxigeno insuficiente. El intervalo PR 6 PQ se mide desde el inicio de la onda P hasta

13



que comienza el complejo QRS e indica el tiempo de conduccién entre el comienzo de la
contraccion auricular y el de la excitacidn ventricular. Tiene una duracién entre 0.12 y 0.20
s. En personas con enfermedad arterial coronaria y fiebre reumatica se ve prolongado el
intervalo PQ. El intervalo QT mide la despolarizacion y la repolarizaciéon ventricular, se
extiende desde el inicio del complejo QRS hasta el final de la onda T. Tiene una duracién
de 0.23 a 0.50 s y depende de la frecuencia cardiaca, suele prolongarse en pacientes con
dafio miocdrdico, isquemia coronaria o anormalidades de la conduccion. El segmento ST
representa un periodo en que estan despolarizadas completamente las fibras contractiles
ventriculares. Se inicia al final del complejo QRS y acaba al inicio de la onda T. Dura
alrededor de 0.12 s, se prolonga en caso de infarto agudo al miocardio y se acorta si el

miocardio recibe oxigeno insuficiente" 104 11°,
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Figura 9. Componentes del electrocardiograma'”’
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5.0 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) consiste en una cascada de
interacciones entre enzimas y sustratos que ocurren en la circulacién general y culminan
con la produccién de Angiotensina Il (Ang 1), el péptido activo responsable de los efectos
conocidos de éste sistema. El concepto del SRAA ha experimentado diversos cambios,
uno de ellos es el descubrimiento del SRA tisular o local, que se caracteriza por la
presencia de los componentes del SRA a nivel de los tejidos. Ganten y cols. en el afio de
1971 demostraron por primera vez que los componentes del SRAA podian ser producidos
localmente a nivel de varios érganos y tejidos. En algunos tejidos como el cardiaco (en
auriculas y en ventriculos), el renal, el nervioso, el adiposo, se encuentran presentes los
componentes para generar Ang Il. La funcién del SRA local no esta bien establecida, sin
embargo se asocia con un incremento en la expresion de sus componentes, en estados

patoldgicos como el cancer, en procesos isquémicos y en procesos inflamatorios? >% 7% 8%

105

Las acciones principales del SRAA son regular la presion arterial (PA), el tono vascular, la
volemia, y la homeostasis hidroelectrolitica y facilitar la transmisidon simpatica. Debido a
que el SRAA regula las funciones cardiovasculares y renales, las alteraciones de éste
sistema desempefian un papel importante en la fisiopatologia de varias enfermedades
cardiovasculares y renales. El SRAA participa en la remodelacién ventricular del infartado y

del hipertenso asi como en la remodelacién vascular’? 74 93,96, 108

La existencia y funcionamiento de un determinado SRA cardiaco ha sido un tema de
debate, ya que ha sido dificil diferenciar los efectos de Ang Il intracardiaca de los
generados por Ang Il proveniente de la circulacién. El papel fisiolégico predominante del
SRA cardiaco parece ser el mantenimiento de un medio celular y el equilibrio de estimulos
gue induce inhibicion del crecimiento celular y la proliferaciéon adecuada, asi como la
mediacién de respuestas adaptativas al estrés miocardico, por ejemplo, después del

estiramiento del miocito (Figura 10)’%.
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Figura 10. El sistema renina angiotensina (SRA) en el corazén. La renina (Renin) y
angiotensinégeno (AOGEN) son en su mayoria tomados del plasma o formados localmente. La
produccién de quimasa en los mastocitos del corazén humano puede presentar una via
alternativa. La sintesis de Ang Il se produce extracelularmente y actua sobre los receptores
especificos de las células en diferentes tipos de células tales como cardiomiocitos y fibroblastos’®.

Los componentes que forman el SRAA son: la renina, el angiotensindgeno, la angiotensina
I, la enzima convertidora de angiotensina (ECA), la angiotensina I, los receptores de Ang Il

AT, y AT, y varios péptidos menores™ ®",

5.1 Angiotensindgeno

El Angiotensindgeno o sustrato de la renina es una glucoproteina de 452 aa en humanos
gue pertenece a la familia de las a-2-globulinas, tiene un peso molecular de 57000 D,
contiene en su extremo amino al decapéptido Angiotensina | (Ang ). Se sintetiza
principalmente en el higado, asi como en otros tejidos incluyendo el corazon, rifiones,
tejido adiposo, el cerebro y grandes arterias, circulando como un péptido biolégicamente
inactivo. El angiotensindgeno, sintetizado en el higado y secretado a la circulacion, tiene

una vida media en plasma de aproximadamente de 4-10 h. Su nivel circulante se
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incrementa por acciéon de glucocorticoides, hormonas tiroideas, estrégenos, varias

. . 24,32, 38,45,51,91,93
citocinas y Ang Il .

La deteccion de RNAm de angiotensindgeno en el corazén se ha descrito para el raton, la
rata, el perro y el humano. Los niveles de RNAm de angiotensindgeno cardiacos son bajos
en comparacion con las que se encuentran en el higado donde se da la mayor fuente de

produccion de angiotensindgeno’®

5.2 Renina

La renina se sintetiza como una preprohormona de gran tamano. La preprorrenina
humana tiene 406 aa, mientras que la prorrenina (ProR) se obtiene al retirar los ultimos 23
aa de la regiéon amino terminal, la conversién de la ProR en renina implica la pérdida de 43
aa, se realiza exclusivamente en las células yuxtaglomerulares del rifién por accion de la
catepsina B y posteriormente se la libera la renina de 340 aa, a la sangre circulante
(Figura 11). Su tiempo de vida media en la circulacién es mayor a 80 min. La renina
cataliza la liberacion hidrolitica del decapéptido Ang | a partir de su sustrato el

. . 32,81, 93,100
angiotensinogeno .
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Figura 11. Proceso de sintesis y secrecién de renina-renina inactiva (prorrenina)®
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La ProR es producida por las suprarrenales, los ovarios, los testiculos, la placenta y la
retina. El rifidén es el Unico sitio conocido en donde la ProR es convertida en renina y la

Unica fuente de renina plasmatica”™ *>.

La concentracion circulante de ProR es 10 veces mayor que la de renina (1 pmol/l), que se
incrementa aun mas en pacientes diabéticos, particularmente en caso de retinopatia o

microalbuminuria'®.

La ProR y la renina se sintetizan y almacenan en las células yuxtaglomerulares del rifién,

desde donde son liberadas a la circulacidn sistémica en respuesta a:

a) la estimulaciéon de los barorreceptores de la arteriola glomerular aferente en
respuesta a una reducciéon de la presién de perfusion renal secundaria a
hipovolemia (p. ej., tras hemorragia, dosis altas de diuréticos), disminucién del
volumen minuto (insuficiencia cardiaca), estenosis de la arteria renal o
administracion de farmacos vasodilatadores.

b) la estimulacién de los receptores adrenérgicos 1

c) la estimulacidon de los quimiorreceptores de la macula densa (forma parte del
aparato yuxtaglomerular renal), por reduccién de la carga de Na*y CI”

d) factores humorales (Ang Il, vasopresina, endotelina 1, éxido nitrico (NO),

T . 1
prostaciclina, dopamina) *®.

El receptor especifico de renina/prorrenina (P)RR fue identificado por primera vez en
células mesangiales humanas cultivadas, desde entonces se ha encontrado que se expresa
en niveles relativamente altos en el corazén, el cerebro, la placenta y los adipocitos, y en

niveles mas bajos en los riflones e higado de ratas y humanos® 2% ¢,

El (P)RR tiene 350 aa, posee una dominio transmembranal y exclusivamente se une a

renina/ProR. La unién de renina/ProR a (P)RR ha demostrado tener dos importantes
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efectos: aumento de la actividad catalitica de la renina/ProR y la activaciéon de (P)RR media

cascadas de transduccion de sefiales®’.

Reduccién de sodio

Diuréticos

Hipotensién

Hemorragia

Postura erecta

Deshidratacion

Insuficiencia cardiaca

Cirrosis

Constriccion de las arterias renales o aorta
Varios estimulos psicoldgicos

TTTTTTIDTDD

Figura 12. Trastornos que incrementan la secrecién de Renina®.

5.3 Angiotensina |

En el afio de 1898, Tigerstedt & Bergman reportaron que extractos tisulares obtenidos de
la corteza renal de conejos, inyectados a otros conejos vivos producian un incremento de
su presion arterial. Denominaron a dicha sustancia responsable como “renina”. Los
descubrimientos de Tigerstedt & Bergman, no fueron debidamente considerados hasta
gue Goldblatt y cols. en 1934, descubrieron que habia una persistente alza de la presion
arterial como respuesta a la generacidon de una isquemia renal. En forma simultanea en
1939 dos grupos de investigacidon cientifica liderados por el Dr. Irvine H. Page en
Indiandpolis, USA y el Dr. Eduardo Braun-Menéndez en Argentina determinaron que no
era la renina per se la hormona responsable de elevar la presién arterial. Ella era una
enzima cuyo rol era transformar su sustrato (Angiotensinégeno) en un potente péptido
vasoactivo, quien si era capaz de generar tales incrementos de la presidon arterial. Cada
uno de estos grupos dio un nombre al compuesto generado en el plasma, el primero lo
llamé "angiotonina" y el segundo "hipertensina". A dicha hormona en 1957 se la

denomind angiotensina (angiotonina + hipertensina)® .

En 1957 Skeggs vy cols. reportaron que la Angiotensina se encontraba presente en la

sangre en dos formas distintas que denominaron angiotensina | y Il (Ang | y Ang Il).
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Ademds demostraron que la Ang | era el sustrato de otra enzima, la “enzima convertidora
de angiotensina” (ECA), para generar asi el péptido vasopresor de mayor efecto bioldgico

que era la Ang II°.

Actualmente sabemos que existe la Ang |, la Ang Il, la Ang lll, la Ang IV y otros péptidos

mas pequefios que provienen del angiotensinégen083.

La Ang | es un decapéptido fisiolégicamente inactivo, que se genera por la accién de la
renina sobre el angiotensinégeno (Figura 13). Se ha estimado que mas del 85% de la Ang |
se forma dentro de los tejidos, mds que en el plasma. La Ang | es transformada
principalmente por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en Ang Il (80%) pero
esta reacciéon también se puede producir por medio de otras proteasas (20%), por

ejemplo: la quimasas’ 91,109

I Barorreceptores renales I

¥

COOH=={ Phe |
8 T hro
“His.
e
val
ArE ]
Asp 7
HaN"™ HaN==
Angiotensinégeno Ang Il + R-AT1

Figura 13. Conversidon de Angiotensindégeno a Ang |. Catalizado por la enzima renina. La Ang |
posteriormente es convertida a Ang Il, principalmente por la ECA®.
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5.4 Angiotensina ll

La Ang | se degrada por la ECA en el octapéptido biolégicamente activo Ang Il por

remocion del dipéptido His-Leu en el extremo carboxilo terminal. La angiotensina Il es la

principal molécula efectora del SRAA y puede actuar ya sea como una hormona sistémica

(endocrina) o como un factor generado localmente (paracrina, autocrina). La Ang |l tiene

una vida media biolégica en la circulacion que va de 15a 60 s

51,77,81

Las propiedades de la Ang Il son:

£

T T T D

La angiotensina Il (Ang Il) juega un papel importante en el mantenimiento de la

homeostasis cardiovascular mediante el control del tono vascular®®>* 11,

Produce vasoconstriccion®® > 7.

Produce liberacion de catecolaminas™>.

Promueve la secrecién de prolactina y corticotropina™>.

Actua en la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal estimulando la biosintesis y
secrecion de aldosterona® /8!,

Actua en el tubulo proximal incrementando la resorcién de sodio e inhibiendo la
secrecion de renina™® 811,

Actla en el sistema nervioso en donde estimula la ingestién de agua y aumenta la

secrecién de vasopresina13' 81,

Actda en el musculo liso vascular®® 6481,

A nivel celular, la Ang Il promueve la migracién, proliferacidn, y la hipertrofials' >3,
Se considera un agente muy potente que aumenta la presién sanguinea inclusive
mas que la noradrenalina®’.

Aumenta la sintesis de coldgena e inhibe su degradacidn, efecto mediado por
factores de crecimiento como el TGF-B”’.

Interfiere en el proceso fibrinolitico estimulando el inhibidor del activador del
plasmindgeno 1 (PAI-1) y activando a los macréfagos’”.

Ang Il ejerce mayor influencia sobre el corazdon a través de sus efectos sobre la

. e . . 111
hemodindmica sistémica y el volumen sanguineo .
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El aumento de los valores tisulares de Ang Il participa en la génesis de numerosos
procesos cardiovasculares que aumentan la morbimortalidad del paciente, tales como la
hipertension arterial (HTA), la hipertrofia cardiaca, el remodelado cardiovascular, la
nefropatia diabética, la cardiopatia isquémica o la insuficiencia cardiaca y renal. Las

acciones fisiopatoldgicas de la Ang Il son consecuencia de su interaccion con los

. .. , . 47,99
receptores AT, y AT,, localizados en la superficie de la membrana de las células diana.
Actividad \ &> Secrecion desde
smmmnn » simpatica un érgano
. @ ®
P «««p Seiial
\ [ 5 estimulante
\ ' - Na .
\ . Reabsorcién K .9 seialinhibitoria
— : tubular Na*y CI >
9 Superficie del endotelio , ,""""% >y excrecion de K*- Cl= Reaccion
pulmonary renal: [ @ Retencion de H,0 —h
ECA " " H,0~ Transporte
' 5y 4 =% activo
! » g '@
1 )
@ o ' == «p Transporte
\ o ® o g 5 pasivo
Angiotensinégeno —p | Ang | —_— Ang Il ======= 13 ecrecion de
A Vo ) Aldosterona
) @ | R | \

) = A \ Reabsorcién de H,0
Disminucién de @ Renina ' y sal. El volumen
la perfusion renal ' R Y circulante aumenta

T S 5
(aparato g Glandula suprarrenal: VY@ Vaso(::tr;sritgllcc:on La perfusion del
yuxtaglomerular) p corteza | memes > aparato
' \ Aumento de la yuxtaglomerular
.: A A presion arterial aumenta.
' \ ' i
' \ “ - '
: @ /B ;
1 el 2 > /| Secrecion ADH '
[ ' '
. Glandula ' .
: pituitaria : '
' v f
> Conducto colector : H,0= ’j .
) !
) '

absorcion de H,0

Figura 14. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona. Efectos de la Ang Il. (Modificado de
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sistema_renina_angiotensina.png.)

5.4.1 Receptor AT;
En 1974 Glossmann y cols. identificaron al receptor celular de Ang Il como un receptor de
membrana con alta afinidad. Posteriormente en el afio 2000 se identificaron dos subtipos

de receptores: los AT, y los AT,

El receptor AT, pertenece a la familia de proteinas G de siete dominios transmembranales.

Tiene una masa molecular de 41 kDa. En humanos, el receptor AT, es codificado por un
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solo gen ubicado en el brazo g, banda 22 del cromosoma 3, mientras que en los murinos
se conocen 2 genes localizados en los cromosomas 17 y 2 que dan origen a dos isoformas
del receptor AT, conocidas como receptor ATy, y receptor ATy, respectivamente, con mas
del 95% de similitud en su secuencia de aminoacidos, los cuales se diferencian en la

secuencia de aminodcidos de la zona C-terminal de su estructura molecular®" %% %3 108,

La distribucion del receptor AT, ha sido estudiada extensamente, reconociéndose en la
actualidad en la mayoria de los tejidos en humanos, primates y roedores, siendo ademas
el tipo predominante en los adultos®’. El receptor AT, es expresado en los vasos
sanguineos, corazon, rifién, glandulas suprarrenales, higado, sistema nervioso central y

, . 1
musculo liso vascular’ > %,

El receptor AT, estd altamente expresado en higado, rifidn, aorta, Utero, ovario, bazo,
pulmén y cerebro. El receptor ATy, se encuentra expresado en la pituitaria, glandula renal,

rifién, Gtero e higado y estd ausente en el corazén, cerebro y bazo” ',

La expresion de RNAm del receptor AT; cardiaco y sus sitios de unién se han localizado en
los miocitos cardiacos, fibroblastos, células endoteliales, neuronas presindpticas y tejido

conductor en el corazén*'.

La mayoria de los efectos fisioldgicos da la Ang Il son mediados a través de los receptores
ATy, como son la vasoconstriccion, el incremento en la proliferacion celular (células de
musculo liso vascular, cardiomiocitos y células endoteliales coronarias), efectos
hipertroéficos, profibréticos, el aumento de los niveles plasmaticos de noradrenalina,

.y L. . . . 11
aldosterona y hormona antidiurética (generando hipertensién arterial y sed)> 7% 8119,

El receptor AT, se caracteriza por acoplarse a proteinas Gag/11 (aunque también se puede
acoplar a Gayjo, Gayz/13). Esto le permite activar fosfolipasas como la A, la D y la C. Esta

ultima genera inositol 1, 4, 5-trisfosfato (IPs) y diacilglicerol, una molécula que activa a la
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proteincinasa C (PKC) que causa un aumento del calcio intracelular (con efecto
vasoconstrictor y cardiotoxico directo) y fosforila diferentes proteinas que participan en
acciones tales como: la contraccion de musculo liso y la secrecién de aldosterona, asi
como el crecimiento y la proliferacién celular. Ademas produce la estimulacién de la
transcripcion génica y la actividad de la oxidasa de NADH/NADPH con lo cual se encamina

la formacién de ion superéxido y perdxido de hidrégeno en cuestion de horas (Figura

81,91, 105
15) .

Célula
f 3%\\ oo endotelia
Lumen “\ extraoelular\~‘02'\

VASCULAR ‘

Bradicinina

Figura 15. Mecanismos celulares desencadenados con la activacién de los diferentes tipos de
receptores de la angiotensina en la célula endotelial y la célula de musculo liso vascular. Receptor
de angiotensina tipo 1 (AT-1) y tipo 2 (AT-2), receptor de bradicinina tipo 2 (B2R), superdxido
dismutasa (SOD), ion superdxido (02*)°*.

Otra caracteristica del receptor AT, es que al unirse a la Ang Il se produce una fosforilacion
de sus residuos de serina en el extremo carboxilo terminal, lo cual conlleva al
reclutamiento de un grupo de proteinas denominadas arrestinas, permitiendo Ia

endocitosis del complejo Ang ll-receptor AT, dentro de vesiculas recubiertas con clatrina y
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la desensibilizacién del sistema. Una vez que el receptor AT; es internalizado, puede ser
degradado o desfosforilado y reciclado hacia la superficie celular, cabe aclarar que lo

anterior no sucede con el receptor AT,

El receptor AT, se ha implicado en diversas patologias cardiovasculares, renales y
cerebrales, tales como la hipertrofia ventricular izquierda, hipertrofia vascular media,
arritmias cardiacas, aterosclerosis, glomeruloesclerosis, accidente cerebrovascular vy

demencia'®.

5.4.2 Receptor AT,

El receptor AT, pertenece a la familia de proteinas G de siete dominios transmembranales.
Tiene una masa molecular de 41 kDa. Comparte 34% de homologia de la secuencia de
aminodcidos de AT;. El gen que codifica para el receptor AT, se encuentra en el
cromosoma X, se compone de tres exones y la secuencia codificadora se encuentra en el

. 43,81,91,1
tercer exdn tanto en humanos como en ratones. 381,91, 105

Los receptores AT, estdn presentes principalmente en tejidos fetales, disminuyendo
rapidamente después del nacimiento, encontrandose en baja cantidad en los tejidos de
los adultos como el cerebro, corazén, Utero, pancreas, retina, piel, en las células del
musculo liso endoteliales y vasculares (CMLV), miometrio uterino y los foliculos ovaricos,
a excepcidn de la glandula adrenal en el que se expresa altamente en la zona glomerular y

7 43,51, 70, 81, 105, 111
la médula .

Se ha demostrado que los niveles de los receptores AT, en la aorta son muy bajos (o no
detectables) durante el desarrollo embrionario temprano, pero son muy altos durante las

dltimas etapas de desarrollo y en el recién nacido®.

Es de destacar que una abundancia relativa de los receptores AT, y AT, en el corazén es

mas alta en los seres humanos en comparaciéon con los roedores y otros modelos
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animales’®. Normalmente la relacién AT1/AT; es 1:2 pero ésta se altera en la insuficiencia

cardiaca’.

Cabe mencionar que en la etapa adulta los niveles de expresion de este receptor se

incrementan bajo condiciones de estrés, de dafio tisular, lesidn vascular, heridas de la piel,

lesiones del sistema nervioso y numerosas patologias cardiovasculares como IAM vy la

hipertrofia cardiaca

43,52, 64, 81, 105, 111

Tabla 1. Estado de la expresién del receptor AT, y su funcidon en diferentes patologias

cardiovasculares®.
ENFERMEDADES

Hipertensidn arterial (vasos)

Normotensidn (vasos)

Hipertrofia del ventriculo
izquierdo

Insuficiencia cardiaca
Fibrosis cardiaca
Ruptura
Enfermedades renales

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2
Ateroesclerosis

Formacion en la neointima

Mujeres
Envejecimiento

EXPRESION DEL RECEPTOR

AT, (DIRECCION DEL CAMBIO,
LOCALIZACION)

1 aorta SHR,
(™ joven, L
mesentéricos SHR)
Presente en CMLV, CE
Tsyd's

adultos

Principalmente 1 en corazén
infartado (regiones fibroticas)
Principalmente

/N infarto cerebral
Principalmente

MNs & b en rifidn, P en
corazén, P en la vasculatura
N en rifdn (tubulos)

M plaquetas y pared de los
vasos

M en la neointima

™ en vasculatura y rifidn
N corazdn, aorta y arterias
mesentéricas

FUNCION

Anti-hipertroéfica
Vasoconstriccion

Vasodilatacion

Hipertrofica/ anti hipertrofica

Anti-proliferativo

Anti-fibrético
Neuroprotector
Renoprotector
Pronatriurético
Renoprotector

Pronatriurético
Vasoprotector/anti
proliferativo
Vasoprotector/anti
proliferativo

Vasoprotector
Vasoconstriccion de la arteria
mesentérica
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Los efectos fisiolégicos del receptor AT, son contrarios a los del receptor AT, por lo que
participa en la vasodilatacién, antiproliferacién celular (ésta ultima al disminuir la
migracion de células endoteliales, mientras que ambos son producidos por el aumento de
oxido nitrico), ademas interviene en el desarrollo fetal, la diferenciacion celular, Ia
diferenciacion tisular, la apoptosis, la regulacion de la presidn, la natriuresis, la dilatacion

preglomerular, el desarrollo vascular, la reparacion de tejidos y contrarresta el efecto de

5,8,51,52,74, 81,113
AT, .

Los receptores AT, aumentan la sintesis de coldgeno, suprimen la hipertrofia miocardica,
la proliferacion de fibroblastos y la hiperplasia de las células vasculares. Akishita y cols.
han demostrado recientemente en ratones knock out que la fibrosis intersticial asociada
con la hipertrofia del VI fue aumentada por una delecion de AT, mientras que Kurisu y

cols. demostraron que se inhibe por la sobreexpresién especifica cardiaca de AT, 72,73, 113

Mientras que la Ang Il fomenta la fosforilacién de varias proteinas mediante el receptor
AT,, la desfosforilacion ocurre por el receptor AT,.”! El bloqueo del receptor AT; aumenta
la Ang Il, que activa el receptor AT, y libera cininas y éxido nitrico (NO), que conduce a la

. ., 11
cardioprotecciéon'®?.

Las vias de sefializacién del receptor AT, no se conocen del todo, sin embargo existe
evidencia que apoya el acoplamiento del receptor AT, a proteinas G inhibidoras (Gai/,
Gai/3) lo cual provoca la activacion de fosfatasas tanto de serina-treonina como la PP2A,
asi como de tirosina como la proteina tirosina fosfatasa SHP-1. Este acoplamiento provoca
la desfosforilacion de proteinas activadas por el acoplamiento del receptor AT, con Gagq
(AT1-Gaq), siendo éste un mecanismo por la cual el receptor AT,, antagoniza las acciones

del receptor AT181.

Una de las vias de sefializacién mas frecuentemente reportados para la estimulacién de

AT, en la vasculatura ha sido el aumento de la produccién de monofosfato de guanosina
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ciclica (GMPc), 6xido nitrico (NO) y bradicinina (BK) como se ha descrito por primera vez

por Siragy & Carey43.

La activacion de AT, estimula mecanismos intracelulares involucrados con las fosfatasas
de tirosina, serina e inactivacion de la cinasa MAPk. Con su activacion también regula la
apoptosis (en el musculo liso vascular la promueve y en los cardiomiocitos la disminuye),
fomenta la apertura de los canales rectificadores retrasados de K y cierre de los canales de
Ca’ de tipo T en las neuronas, tiene que ver también con diferenciacién neuronal y
modulacion de proteinas de matriz y estructurales en las células endoteliales y

neuronales® 1%,

Al estimularse el receptor AT, en el musculo liso vascular (MLV) o en la célula endotelial
(CE) bloquea el intercambio de sodio por hidrogeniones (Na-H) en la pared celular,
resultando en una elevacidn de iones H en el interior de la célula (el pH), lo cual activa
los cinindégenos con el consiguiente aumento de la sintesis de bradicininas;
posteriormente las bradicininas se unen al receptor B2 (tanto en la CE como en la célula
del MLV) estimulando la actividad de la eNOS incrementando la concentracion de dxido
nitrico (NO). De esta forma se fomenta la relajacidn vascular al estimular a la monofosfato
de guanosina ciclica (GMPc). Por otro lado, cuando se estimula el receptor B2 también
aumenta la expresién extracelular e intracelular de la superéxido dismutasa (SOD) lo cual
disminuye y bloquea la formacion de moléculas superdxido (radicales libres); también se
observa un aumento de la biodisponibilidad de NO, lo cual contribuye a disminuir la
expresion del RNAm del receptor ATy, reduciendo asi la disponibilidad de estos receptores
en el organismo para su unién con la Ang Il. Este mecanismo otorga una proteccion a los

tejidos ante la isquemia (Figura 15)°".
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Tabla 2. Cuadro comparativo de las caracteristicas de los receptores ATy, AT,, AT; y AT, 81,

Cromosoma 3
(humanos)
17, 2 (murinos)

7 dominios
transmembrana
359 aa ~ 41 kD

~2-5nM

Unica en humanos
AT1la, AT1lb en
roedores

Ang Il > Ang llI

Bifenilimidazoles
(Losartan,
Candesartan
etc.), saralasina

Tejidos adultos

Membrana
plasmatica,
citoplasma y nucleo
por

internalizacién del
complejo Ang II-AT1

Vasoconstriccion,
liberacion de
aldosterona,
filtracion
glomerular,
proliferacién celular

Cromosoma X

7 dominios
transmembrana
363 aa ~ 44 kD

~2-5nM

Ang Il = Ang IlI

CGP42112A

Tetrahidroimidazopiridinas
(PD123319, PD123177,
EXP655), saralasina.

Tejidos fetales

Membrana plasmatica.
No se internaliza

Vasodilatacion,
antiproliferacion,
diferenciacioén celular

~3.3nM

Ang IV >
Ang I

Descrito
Unicamente
en una linea
celular

Membrana
plasmatica

IRAP ~ 1025
aa~ 170 kD

~1-10 nM

Ang IV > Ang
Il

LVV-
hemorfin-7

Divalinal-
angiotensina
1\

Sistema
nervioso,
Rifidn

Membrana
plasmatica
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Vasoconstriccion

Hipertrofia

Induce apoptosis

N Expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular
(VEGF) fomentando la
angiogénesis y remodelacion
vascular

Efecto inflamatorio vascular y
endotelial

N Contractilidad

‘M Hipertrofia (proliferacion de
miocitos y colagena)

Induce apoptosis

1 Actividad simpatica

/M Sintesis de radicales libres
Induce apoptosis

Disminuye sintesis de NO

M La expresion del PAI-1(efecto
procoagulante)

Activa a la Cox-2

‘N Expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular
(VEGF) fomentando la
angiogénesis y remodelacidn
vascular

Retenciéon Na*

Inhibicidn renina

Libera catecolaminas

Libera aldosterona

Libera Ca**

Tabla 3. Efectos de estimulacién de los receptores de Ang I **.

Vasodilatacion

Promueve la apoptosis del
musculo liso vascular

Fomenta en forma indirecta la
produccién de NO por
estimulacién de eNOs

Bloquea la accién de radicales
libres

Disminuye la expresion de los AT,

Antihipertrofia

Disminuye la apoptosis de
miocitos

Disminuye la expresion de los AT,
Neuroproteccién (apertura de los
canales rectificadores retrasados
de Ky cierre de los canales de Ca)
Reparacién nerviosa

Promueve la diferenciacion celular
Fomenta en forma indirecta la
produccién de NO por
estimulacion de la eNOs

Regula la apoptosis

Bloquea la accidn de radicales
libres

Promueve la diferenciacién celular
Antiproliferativo

Reparacion de tejido

Disminuye la expresion de los AT,

Vasodilatacion aferente

Inhibe la proliferacién y
crecimiento celular, regula la
apoptosis, libera estrégenos y
bradicinina
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5.5. Enzima Convertidora de Angiotensina

En el afio de 1956, Skeggs y cols. descubrieron la Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA), los cuales demostraron que la ECA constituia la enzima clave en la generacion de
Ang Il. En 1998, Deddish y cols. describieron la accién de la ECA en el catabolismo de
Angiotensina (1-7). De esta manera, la ECA es capaz de producir un potente
vasoconstrictor la Ang Il e inactivar a la Ang (1-7) que tiene efectos vasodilatadores al
actuar sobre el receptor Mas. Es el objetivo de agentes terapéuticos altamente eficaces

utilizados para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y renales".

La ECA o cininasa ll, es estructuralmente una metalopeptidasa de zinc y funcionalmente
una ectoenzima unida a membrana que hidroliza el decapéptido angiotensina | al

octapéptido vasoactivo angiotensina Il > 13,41, 46,91

Existen 3 isoformas principales de la ECA: 1) ECA somatica, 2) ECA testicular o germinal y

3) ECA plasmatica o soluble.

1. ECA somatica o endotelial: es una glucoproteina de 170 KDa que se encuentra en varios
tejidos (vasos sanguineos, rifiones, corazén y cerebro principalmente). Es una ectoenzima
bilobulada unida a la membrana celular y que tiene una regién hemodimérica extracelular,
la cual a su vez tiene 2 dominios homdlogos uno en el exén 8 (Sitio activo N-terminal), y
otro en el exén 21 (sitio activo C terminal) con un sitio catalitico activo cada uno
constituido por el motivo de unién al zinc: HEMGH (His-Glu-X-X-His) que se encuentra en
muchas de las zinc peptidasas, un dominio de anclaje transmembrana y una cola corta de
carboxilo intracelular. El sitio C terminal es el responsable del 75% de la actividad de la
ECA vy el principal responsable de la conversion de la Ang | a Ang Il (Figura 16). Tanto la
ECA somatica como la ECA testicular estan codificadas por el mismo gen a través de
transcripcion por promotores alternativos. El gen que codifica para ECA somatica esta
organizado en 21 kb, se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, estd constituido por

26 exones, 25 intrones y contiene una regién polimérfica en el intrén 1637779,

31



B y Sitio activo
Sitio activo del C-terminal

del N-terminal

Region extracelular

Dominio
fransmembrana

Reqgion intracelular
COOH

Figura 16. ECA somatica®.

2. ECA testicular o germinal: es una glucoproteina de 90 KDa que se encuentra
exclusivamente en las células germinales de los testiculos, se diferencia a la ECA somatica
en que sélo tiene un amino terminal en la regidn extracelular y por lo tanto tiene un sitio

cataliticamente activo (Figura17)91.

NH2

Sitio activo
Zn2+ del C-terminal

Region extracelular

Dominio
transmembrana

Region intracelular
COOH
Figura 17. ECA testicular o germina

.

3. ECA plasmatica o soluble: se piensa que ésta deriva de la segmentacion proteolitica de
la regidon C-terminal de la ECA somatica desde la membrana celular y carece del dominio
transmembrana en la porcion intracelular; por lo tanto, la ECA soluble corresponde a la
region extracelular de la ECA somatica y contiene 2 sitios activos. Su fraccion soluble pasa
a la circulacidn sistémica (sélo el 1% es circulante) gracias a su escisidon del plasmalema
por una secretasa, encontrandose en el suero y otros liquidos corporales. Probablemente
se origina en las células endoteliales, sobre todo de pulmén debido a la expresidn

preferencial de ECA en los capilares del pulmén (Figura 18)> 277,
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Sitio activo

Sitio activo del C-terminal

del N-terminal

COOH
Figura 18. ECA plasmatica o soluble®.

La ECA somatica es la enzima principal para la produccién de Ang Il. La ECA es idéntica a la
quininasa responsable del metabolismo y la degradaciéon de la bradicinina, por lo que
metaboliza la bradicinina (1-9) a su forma inactiva (1-7) mediante la liberacién dipéptido
Phe-Arg del extremo terminal del péptido y también tiene la capacidad de escindir di y
tripéptidos de la regién C-terminal de sustancias como la sustancia P, encefalinas,
neurotensina, colecistocinina, bombesina y hormona liberadora de hormona luteinizante;
asi como metabolizar Ang (1-7) a su forma inactiva (1-5). La actividad de la ECA tiene un

pH éptimo de 7 a 8 y cae rapidamente con la del disminucidn del pH23’ 4191

La inhibicion de la ECA previene la formacidn de Ang Il y aumenta los niveles plasmaticos
de la bradicinina, un potente vasodilatador dependiente del endotelio con propiedades

. . 7. . . .7 . . 13, 77
hipotensoras y natriuréticas, que conduce a una disminucion de la presion arterial>*>”’.

En el tejido cardiaco, la ECA puede representar el principal mecanismo de generacién de
Ang Il, por lo que los efectos terapéuticos de los iECA pudieran explicarse mediante la

disminucion en los niveles de Ang Il y el aumento en la sintesis de bradicinina®>.
De este modo, la actividad de la ECA podria determinar de alguna manera los valores

circulantes y tisulares de Ang Il y contribuir a regular el tono vascular, la presién arterial y

. . 1
posiblemente algunos procesos de remodelado cardiovascular®.
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La ECA se encuentra unida a la membrana en las células endoteliales parenquimatosas,
epiteliales o neuroepiteliales, células del sistema inmune (macréfagos, células
dendriticas), glomerulares, tubulares renales, testiculares, en los fibroblastos, en el
cerebro, pulmones y como una forma soluble en la sangre y numerosos fluidos

5,13,21,77,93
corporales™ =™~ 777,

En el corazén hay mayores concentraciones de ECA en las auriculas que en los ventriculos,
y mayores en la auricula derecha que en la izquierda. El tejido de conduccién contiene
poca cantidad de ECA, asi como en los miocitos, pero hay regulacién hacia arriba de ECA
en corazones hipertroéficos, y en los seniles; es probable que el estrés incremente sus
niveles. Dzau y cols. sefialan que se ha comprobado que los miocitos pueden producir ECA
activados por el estiramiento. La enzima asi formada es transportada por los macréfagos

que la trasladan al intersticio®>.

La actividad plasmatica de la ECA en los seres humanos depende de la edad. La Actividad
de la ECA circulante es mayor en nifios que en adultos y no esta asociada con algunos
factores ambientales como mondxido de carbono, el tabaco y el consumo de alcohol, ni
con el recuento de leucocitos o tasa de sedimentacion. En algunas enfermedades como la
sarcoidosis, lepra, la enfermedad de Gaucher, cirrosis biliar primaria y la silicosis, la
actividad de la ECA plasmatica se incrementa debido a la sobreexpresion de ECA en las

. . . 21,42
células inflamatorias™ ™.

Cuando hay disfuncion endotelial se altera la regulacién vasomotora, el crecimiento
celular, el estado inflamatorio de la pared vascular y la activacion de la ECA tisular, con lo
gue se incrementa la produccién local de Ang Il y la degradacidon de bradicinina, estos
factores alteran la homeostasis circulatoria. Los inhibidores de la ECA (iECA) tienen la
capacidad de revertir en gran parte esas alteraciones. Menos del 10% de la ECA circula en

el plasma, por lo que la ECA es una enzima fundamentalmente tisular. Ademas de su
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importante funcién endotelial la ECA participa en la fisiopatologia de la placa

aterosclerética®.

En un estudio reciente con ratones transgénicos en los cuales se bloqued la expresion de
la ECA a nivel endotelial, se observd que las presiones arteriales de estos ratones se
encontraban mas bajas que el promedio, esta diferencia no fue significativa, mostrando
con esto que la ECA es importante, pero no esencial para la regulacion de la presiéon

arterial®®.

Se ha comprobado que la Ang Il y la ECA desempefan un importante papel en el
engrosamiento neointimal es decir, el remodelamiento vascular que se produce cuando
hay lesidn, reestenosis, HTA, aterosclerosis y formacidn de aneurisma. Ese papel estd
mediado por el receptor ATy, usando como vias la MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein-1) y la NADPH oxidasa. El remodelamiento vascular que lleva a la formacién de
aneurisma es contrarrestado por la inhibiciéon de la ECA, por lo cual se estima que el

metabolismo de las metaloproteinasas de la matriz extracelular esta involucrado®.

5.6. ECA2

En el afio 2000, dos grupos independientes Donoghue y cols; y Tipnis y cols. identificaron
una nueva enzima homdéloga de la ECA, a la cual denominaron Enzima Convertidora de
Angiotensina 2 (ECA2), que tiene una similitud del 56% con el dominio N-terminal de la
ECA somatica, sin embargo esta homologia no la hace sensible a los inhibidores de la ECA

(iECA) y no hidroliza bradicininas*>" %,

Esta expresada predominantemente en el endotelio, CMLV del corazdn vy riiidn, testiculo,
también se encuentra en higado, sistema nervioso central y placenta. Los valores altos de
la ECA2 en el rindn y el corazén inducen a pensar que tiene un papel importante en la

regulacién cardiovascular y renal. Sin embargo, la actividad enzimdtica de la ECA2 es
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mucho mayor en el tejido procedente de la corteza renal que en el tejido cardiaco® 7" %

96

La ECA2 es una metaloproteasa de zinc, esta constituida por 805 aa que incluyen la
secuencia de sefial N-terminal y una region hidrofdébica cerca del C-terminal y sirven como
anclaje a la membrana celular. Contiene un solo motivo de unién al zinc, el cual es el sitio
activo de la enzima. El gen que codifica la ECA2 se localiza en el brazo corto del
cromosoma X, contiene 18 exones, 17 intrones y se extiende aproximadamente 40 kb

(Figura 19)"7%°.

1 1306
1 805
ECA2 N | HEMGH | e
O Sefal de secuencia B Dominio transmembrana
B Dominio catalitico 0 Dominio citoplasmatico

Figura 19. Estructuras del dominio de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) somatica y
de la ECA2. Cada una de ellas es una proteina integral tipo 1 con un péptido de sefial,
representado en color blanco, y un dominio transmembranario, en color negro. La proteina de
union del zinc (HEMGH) se repite 2 veces en la ECA y s6lo aparece una vez en la ECA2 y se localiza
en la region homdloga indicada en color gris oscuro. Los numeros representan los aminodcidos de
cada proteina®.

A diferencia de la dipeptidil carboxipeptidasa ECA, ECA2 escinde un solo aminoacido del
extremo C-termimal del péptido sustrato. Por lo tanto, ECA2 escinde la Ang | en la Ang
inactiva (1-9), el cual se puede convertir entonces al péptido vasodilatador, Ang (1-7) por
accién de la ECA. Mas importante aln, ECA2 también puede metabolizar directamente
Ang Il para formar Ang (1-7) y esta reaccion se produce a un ritmo mas rdpido que la
formacién de Ang (1-9) a partir de Ang |, pero no convierte Ang | a Ang Il. Por lo tanto,
ECA2 puede contrarrestar-regular la actividad de ECA, disminuyendo al mismo tiempo los

niveles de Ang Il y el aumento de la formacién de Ang (1-7)*3 46 74 91,9296
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Estudios in vitro realizados por Vickers y cols. en el 2002 indican que la actividad catalitica
de ECA2 para Ang Il es 400 veces mayor que para Ang |. Esto sugiere que el mayor efecto
de ECA2 es la conversion de Ang Il a Ang 1-7. De esta manera, el SRAA puede ser visto
como un sistema endocrino dual en el que las acciones vasoconstrictoras/proliferativas y
las acciones vasodilatadoras/antiproliferativas son reguladas en parte por un balance
entre la ECA y la ECA2, lo cual hace facilmente entendible el efecto benéfico que tienen
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA) en el perfil de pacientes

cardiometabdlicos®™ ”’.

Las primeras investigaciones con respecto a ECA2 sugirieron que el RNAm de ECA2
aumento en modelos tanto humanos como animales de insuficiencia cardiaca de acuerdo
con Goulter y cols. en 2004 y Burrell y cols. en 2005 y la disminucién en ratas
genéticamente hipertensas segun Crackower y cols. en 2002, lo que provocé el interés
qgue ECA2 puede desempefiar un papel importante modulador en la SRAA en cierta

patologias cardiovasculares®.

Existen varios estudios que muestran el significado funcional de la ECA2 en Ia
patofisiologia cardiovascular. El tratamiento con ARA Il de Ishiyama y cols. en 2004, en el
modelo murino de infarto agudo al miocardio inducido tras la ligadura de la arteria
coronaria aumentd 3 veces la expresion génica de la ECA2 en el miocardio viable, en
comparacion con el grupo con infarto agudo al miocardio tratado con vehiculo y con el
tratamiento de espironolactona también aumentaron los niveles de ECA2 en pacientes
con insuficiencia cardiaca de acuerdo con Keidar y cols. en 2005. Un estudio realizado por
Burrell y cols. en 2005 indica que en ratas Sprague-Dawley el infarto agudo al miocardio
inducido mediante la ligadura de la arteria coronaria izquierda, aumenta la expresién
génica cardiaca de la ECA y la ECA2. En otro estudio, Ferrario y cols. en 2005 en un modelo
experimental murino (ratas Lewis) el tratamiento con iECA aumentd la expresidn génica

de la ECA2 en el corazén® %,
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En un trabajo fundamental de Crackower y cols. en 2002 describieron que en ratones de
6 meses de edad con delecion del gen de la ECA 2 (ECA,-/y) produce adelgazamiento de la
pared muscular asi como, una reduccién de la contractibilidad cardiaca y de la presién

tanto ventricular como adrtica® %,

De acuerdo con Ocaranza y cols. en 2007 un modelo de remodelamiento miocardico
tardio post infarto al miocardio (IAM) muestra aumentos en la actividad de ECA vy los
niveles de Ang Il junto con una disminucién de la actividad de ECA2 y los niveles de Ang
(1-9), cambios que en conjunto favorecen el desarrollo de fibrosis miocdardica e hipertrofia
ventricular patolégica en el drea no infartada. La inhibicidon de la ECA asi como el bloqueo
del receptor AT, previnieron la disminucién de la actividad de ECA2 post-IAM, aumentaron

significativamente los niveles de Ang (1-9) y disminuyeron el RM en el drea no infartada®.

AUn no se ha establecido cual es la participacion de la ECA2 en el remodelamiento
vascular aunque si se ha visto asociacién con los cambios vasculares que acompafian a la

HTAy a la aterosclerosis™>.

5.7 Otras Angiotensinas

La Ang Il tiene por lo menos tres metabolitos activos: a) desaspartil-angiotensina Il (Ang llI
6 2-8), b) Ang IV 6 (3-8) y c) Ang 1-7. Inicialmente se creia que estos péptidos eran
productos de degradacién inactivos de Ang Il, sin embargo, ahora son reconocidos como

. . o . s . s . 4
componentes activos de la SRAA, a menudo con su propio perfil bioldgico tnico® *°.

5.7.1 Angiotensina lll

La Ang Il es un heptapéptido que se forma a partir de la Ang Il por la accién de la
aminopeptidasa A, que elimina el resto de acido aspartico de la posicidon 1 o bien por la
accién de la ECA sobre el nonapéptido des-Asp-Angiotensina |, del cual elimina el

dipéptido His-Leu del extremo C-terminal®®.

38



La Ang Ill comparte los mismos receptores y ejerce efectos similares que la Ang Il. La Ang
[ll posee alrededor del 40% de la actividad presora de la Ang Il, pero 100% de la actividad
estimulante de la aldosterona. Sin embargo, en el cerebro es el principal componente del

SRAA que controla la presién32' 43,74,109

5.7.2 Angiotensina IV

La Ang IV es formada por la ruptura de Ang Il mediante la aminopeptidasa B o N* %,

La Ang IV funciona como un mediador de relajacion vascular pulmonar y cerebral via NO e
interviene en la proliferacion de células endoteliales en la microvasculatura pulmonar. Se
ha implicado en el aprendizaje, memoria, flujo sanguineo, natriuresis y en el desarrollo
neuronal. Se une al receptor AT, el cual se expresa principalmente en las células

. 74,77,91, 1
endoteliales’® 7791 109,

El papel de la Ang IV en la fisiopatologia cardiovascular, al igual que otros fragmentos
peptidicos de Ang, se estd convirtiendo en un posible mediador en la enfermedad
cardiovascular. Después de la identificaciéon del receptor AT, como una aminopeptidasa
por Albiston y cols. en 2001, se ha propuesto que los ligandos del receptor AT, acttan
mediante la inhibicién de la actividad catalitica IRAP, reduciendo de este modo la escision
de sustratos IRAP tales como Lys-bradiquinina y la vasopresina, asi como la prolongacion
de su actividad bioldgica de acuerdo con Lew y cols. en 2003. Los mecanismos precisos de
IRAP modulados por Ang IV aun no se ha dilucidado, sin embargo, la reciente
identificacidn de un sitio de interaccidn Ang IV distinto del sitio activo del IRAP por Carony
cols. en 2003, sugiere que la Ang IV puede utilizar un mecanismo alostérico de modular la

actividad de IRAP*,
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5.7.3 Angiotensina (1-7)
En 1988 Ferrario y cols. demostraron la existencia del heptapéptido Ang (1-7) vy
posteriormente tras el descubrimiento de la ECA2 resurgido el interés por el

heptapéptido®’.

La Ang (1-7) puede formarse a partir de la Ang I, Ang Il o Ang (1-9). A partir de Ang | se
forma a través de la endopeptidasa neutra o nefrilisina NEP 24.11, de la timet
oligopeptidasa NEP 24.15 o la propilendopeptidasa (PEP) 24.26. La formacion a través de
Ang (1-9) se da por la accion de la ECA o de la NEP 24.11. Por otra parte la Ang Il se
convierte en Ang (1-7) mediante la ECA2, la prolilcarboxipeptidasa (PCP) o angiotensinasa
C y por la PEP 24.26. Siendo ésta ultima la via que tiene una eficiencia de 500 veces

superior que la de Ang | (Figura 20)**°" %,

Se ha encontrado que el corazén, cerebro, rifiones, tejido uUteroplacentario, asi como los

ovarios son fuente de produccion de Ang (1-7)%’.

La Ang (1-7) ha mostrado ser un importante regulador de la funcidn cardiovascular y renal
cuyos efectos principales son la vasodilatacidn, la apoptosis y el efecto antiproliferativo,
ademds de que potencializa la accién de las bradicininas relacionadas a las
prostaglandinas, tiene un efecto antitréfico y disminuye la expresidn del inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), lo que le confiere propiedades
antiinflamatorias, fibrinoliticas y sobre el control de la remodelacién vascular, también

. . , . . - . . . .2 1
puede inhibir el estrés oxidativo y facilitar la diuresis y natriuresis®’” 7”81,

Por otra parte, la Ang (1-7) actia como un agente antiarritmico y protege el miocardio de
las consecuencias de una lesidon por reperfusion cardiaca. En 2004, De Mello demostré
que Ang (1-7) activa la bomba de sodio, hiperpolariza las células del corazén y restablece

.7 . . «s 2
la conduccién de los impulsos durante la lesion-reperfusion?’.
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La Ang (1-7) estimula la actividad de la fosfolipasa A, para liberar acido araquiddnico y asi
producir prostanoides. En contraste con la Ang Il, Ang (1-7) no activa la fosfolipasa C en
musculo liso vascular, células endoteliales, astrocitos o células mesangiales y no aumenta
la fosfolipasa D en células de musculo liso vascular. Este péptido a través de su receptor
Mas estimula la éxido nitrico sintetasa (NOS) y contrarresta las acciones de Ang Il. La Ang
(1-7) se degrada a péptidos inactivos por accidn de la ECA por lo tanto, la inhibicién de la

ECA podria aumentar los niveles de Ang (1-7) y simultdneamente disminuir los de Ang
“27, 80

Estudios realizados por Ferrario y cols. en el afio de 1992 demostraron que la nefrilisina
fue principalmente responsable de la formacidon de Ang (1-7) en la circulacién y en 1993
que la prolilendopeptidasa 24.26 y la metalo endopeptidasa 24.15 fueron responsables
de la formacidn de Ang (1-7) en las células del endotelio vascular y las células del musculo

liso, respectivamente?’

Pro-renina m Angiotensina |l] =e— AT, R
l S~

Angiotensinégeno ™% Angiotensinal _’ Angiotensinall

ATR
|_; L

|

ECA también inactiva la
bradicinina en bradicinina
(1-7)y Ang(1-7) en

Ang (1-5) Angiotensina |V ) IRAP
v
PEP 24.26
NEP 24.11 \
NEP 24.15 ECA_z:]—’ Angiotensina (1-9)

v

Angiotensina (1-7)

ECA 2 metaboliza
bradicinina

Figura 20. Vista actual de las enzimas del sistema renina angiotensina y de sus péptidos. ECA,
enzima convertidora de la angiotensina; ECA 2, enzima convertidora de angiotensina 2; EPs,
endopeptidasas (nefrilisina o endopeptidasa neutra 24.11, prolilendopeptidasa 24.26 y metalo
endopeptidasa 24.15). El control de la produccion especifica de tejido de la angiotensina (1-7)
[ANG-(1 -7)] a partir de Ang | [ANG-(1-10)]; los receptores de Ang son AT,-R, AT,-R, y AT,;-Ry
aminopeptidasas reguladas por insulina (IRAP). (Modificado de Ferrario, 2005)
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5.7.4 Angiotensina (1-12)

En el 2006 Nagata y cols., proporcionaron pruebas de la expresidon de un nuevo péptido
Ang-(1-12) [Asp™-Arg®-Val*-Tyr*-lle>-His®-Pro’-Phe®-His-Leu'®-Leu™-Tyr'?] en el plasma,
corazon, rifdn y otros tejidos de ratas normotensas Sprague Dawley, encontrando que la
administracion periférica de Ang-(1-12) resulté en un aumento inmediato de la presion
arterial y que la respuesta presora fue bloqueada por la administracién de un iECA
(captopril) o del antagonista del receptor AT, (candesartan). En contraste, Prosser y cols.
en 2009 informaron que las acciones cardiacas de Ang-(1-12) fueron atenuadas por una
serina proteasa inhibidora de la Cimostatina, pero no por el iECA captopril en una
preparacion de corazdn aislado de rata. Las acciones de Ang | que fueron suprimidas por el
iECA sugieren que la conversién de Ang-(1-12) y Ang | en Ang Il son realizadas por
multiples enzimas, al menos, en el corazéon de rata. Estos informes demuestran
claramente que las acciones bioldgicas de Ang-(1-12) son probablemente a través de la
conversion a la Ang Il, aunque las vias enzimaticas para este péptido no se han dilucidado

del todo™*2.

5.8 Aldosterona

La aldosterona es un mineralocorticoide que se sintetiza a partir del colesterol. Es el
eslabdn final del SRAA y tiene receptores en los tejidos renal y del colon mediante los
cuales regula la reabsorcidn de sodio y la secrecién de potasio, asi como también se han
reportado receptores en el higado, cerebro, hipdfisis y monocitos. La secrecidon de
aldosterona es promovida por los aumentos de las concentraciones plasmaticas de Ang |l
y de potasio. Se ha reportado la secrecién extra adrenal de aldosterona en el corazén,

tejido vascular y en el SNC* °°.

Su efecto agudo a nivel renal es retener sodio y eliminar potasio en el tubulo distal y
colector, y el efecto crénico es el depdsito de colageno en rifién, miocardio y en la pared
vascular. La sintesis y liberacidon de aldosterona es también estimulada por la hormona

adrenocorticotrofina, la noradrenalina, la hormona antidiurética y la acetilcolina, por eso
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los iECA y ARA producen sélo un bloqueo transitorio en la sintesis de aldosterona en el

tratamiento crénico”.

La aldosterona se une a receptores de mineralocorticoides (RM) citoplasmaticos de
acuerdo con Fuller & Young en 2005. Ellos han sido encontrados tanto en células
endoteliales como musculares lisas lo que ha llevado a especular el que la aldosterona
sintetizada y secretada localmente podria actuar de una forma paracrina y/o autocrina,
dando lugar a que altas concentraciones locales de esta hormona podrian ocupar una gran
cuantia de RM vecinos seguin Connell y cols. en 2008. La cuantia de la expresién de los RM
se encuentra aumentada en variadas situaciones patoldgicas tales como en el paciente
hipertenso. Una concentracion elevada de aldosterona en sangre ha demostrado tener
efectos cardio y nefrotdxicos tanto in vitro asi como también en modelos experimentales
animales. En pacientes portadores de hiperaldosteronismo se han descrito una mayor
hipertrofia ventricular izquierda y una mayor fibrosis miocdrdica al ser comparados tales
pardmetros con los de individuos portadores de hipertensién esencial, con lo que se
aumento la sospecha de que incluso niveles moderados de hiperaldosteronismo pudiesen

ser patolégicosg.

Algunos de los efectos perjudiciales de la aldosterona son la pérdida de Mg2+ y K* al
.7 . . . .7 + . .7
aumentar su excrecion urinaria y el incremento de la retencion de Na”; potenciacion de
las catecolaminas; induce arritmias ventriculares asi como hipertrofia y fibrosis
miocardica; regulacion hacia arriba de receptores de Ang Il; aumento de la sintesis de PAI-
1, por lo que se inhibe la fibrinolisis; atenuacion de los barorreflejos; desarrollo de
nefroesclerosis maligna; eleva la presidn arterial; interfiere con la produccién de NO

endotelial, con la consecuente generacién de disfuncién endotelial (Figura 21)” %3
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Figura 21. Efectos perjudiciales de la Aldosterona®.

5.9 Formacion de Angiotensina Il

5.9.1 Via dependiente de la ECA

Como se ha mencionado anteriormente, el SRAA es una cascada que consiste en una serie
de interacciones entre enzimas y sustratos que comienza en el aparato yuxtaglomerular
con la sintesis de la renina, esta actua liberando al decapéptido Ang | del extremo amino
del angiotensinégeno, posteriormente la ECA remueve el dipéptido His-Leu en el extremo
carboxilo terminal de la Ang | (1-10) convirtiéndola en el octapéptido biolégicamente

activo Ang 11 (1-8)"’.

5.9.2 Via independiente de la ECA

La Ang Il se puede formar también por vias alternas independientes de ECA, como la via
de la quimasa, carboxipeptidasa, catepsina G, enzima generadora de Ang Il sensible a
quimostatina o CAGE, (teniendo como sustrato a la Ang |) y a través de la via de catepsina,
tonina y activador del plasmindgeno (teniendo como sustrato el angiotensindgeno). El
papel de estas vias alternas no esta entendido totalmente, sin embargo, su activaciéon

. . .. e e 4. . . L, . 2 1
puede tener importancia en condiciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas® 77 2.
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En el afio 2000 Hollenberg describié variaciones entre especies en cuanto a la via
predominante de conversion de Ang | a Ang Il en el corazén. En humano, perro y hamster
se ha documentado que la conversién de Ang | en Ang Il es debida a la presencia de
quimasa. Estudios en corazones de humano y perro muestran que la quimasa es
responsable de mas del 90% de la formacién de Ang Il en estractos tisulares, mientras que
la ECA es la encargada de la conversién de mas del 80% de Ang Il en el lecho coronario.
Wei y cols. sugieren que hay diferentes compartimientos a nivel cardiaco, los cuales
presentan variaciones en las vias enzimaticas encargadas de la conversién de Ang | a Ang
Il, que pueden cambiar en presencia de una patologia. Hollenberg propone que en rata la
generacién de Ang Il depende practicamente de la ECA, pero existe la posibilidad de que

vias de conversion de Ang alternas a ECA, sean importantes en estados patoldgicos®.

La quimasa es una serina proteinasa presente en los granulos secretores de las células
cebadas que ha sido detectada en el ventriculo izquierdo, la cual adquiere la capacidad de
actuar enzimaticamente transformando la Ang | en Ang Il luego de que las células cebadas
son activadas por un fuerte estimulo como puede ser la injuria vascular producida por

catéter,

Se ha observado que en ratas la quimasa no hidroliza Ang | para formar Ang Il, sino que
favorece la degradacién de Ang |l, por lo que las vias enzimaticas independientes de ECA

2
probablemente son de otra naturaleza®.

En corazones isquémicos o hipdxicos la formacion de Ang Il es dada por una via
independiente de la ECA, mientras que en ratas normotensas e hipertensas esta

conversion estd mediada prioritariamente por la ECA® %3,
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Figura 22. Sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). (Modificado de Santeliz y cols. 2008)
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6.0 INFARTO MIOCARDICO

La obstruccién parcial del flujo de sangre en las arterias coronarias suele causar isquemia
coronaria, ésta generalmente produce hipoxia que debilita las células sin darles muerte. El

infarto al miocardio se define por la muerte celular patolégica debido a la isquemia

prolongada7' 104,

La Organizacién Mundial de la Salud sobre la base de estudios de prevalencia, definid el
infarto agudo al miocardio (IAM) mediante la presencia de por lo menos dos de los
siguientes criterios: 1) cuadro clinico, 2) elevacién de marcadores bioquimicos de dafio

miocardico, 3) cambios en el ECG caracteristicos con presencia de ondas Q patolégicas
(Figura 23)** %8,
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Figura 23. Triada diagndstica en el IAM™*.

El IAM se caracteriza por dolor toracico (aunque algunos pacientes experimentan infartos

indoloros o infartos silentes), opresion o malestar precordial opresivo, que puede
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extenderse al epigastrio, la mandibula, el miembro superior izquierdo o el dorso, el cual se
prolonga aproximadamente 30 min y se percibe durante el esfuerzo o en reposo. Suele

asociarse con disnea, diaforesis, nauseas y vémitos, mareos y sincope®** *.

Tabla 4. Diferentes aspectos en el infarto agudo del miocardio®.

Patologia Muerte celular miocardica

Clinica Sintomas isquémicos

Bioquimica Biomarcadores de muerte celular en estudios
de sangre

ECG Evidencia de isquemia miocardica (cambios

del segmento ST) Evidencia de tejido con
pérdida de actividad eléctrica (ondas Q)

Alteraciones funcionales Reduccidn o pérdida de perfusién tisular.
Anormalidades en la contractilidad parietal
del corazoén

6.1 Fisiopatologia

El infarto al miocardio se presenta cuando hay una oclusidon coronaria de origen
trombotico que se produce tras la ruptura de una placa de ateroma vulnerable, fendmeno
gue depende de la relacién sinérgica de diferentes factores: a) Factores relacionados con
la misma placa: superficie y profundidad de la ruptura, tipo de colageno contenido en la
placa, presencia de material lipidico, niveles de tromboplastina tisular etc.; b) Factores
relacionados con la coagulacién: hipercoagulabilidad sanguinea como los niveles de
fibrindgeno o factor VIl elevados, aumento de la agregabilidad plaquetaria, entre otros y

. . , 4
c) Factores relacionados con la pared del vaso y el flujo sanguineo™.

En mas del 80% el principal mecanismo fisiopatogénico es la ruptura de una placa
asociada a inflamacién, trombosis aguda, (aterotrombosis) vasoconstriccion y
microembolizacién. La ateroesclerosis es un proceso inflamatorio crénico de las capas
intimas y media de las arterias, que consiste en la acumulacién de lipoproteinas ricas en
colesterol y triglicéridos y de un infiltrado de células mononucleares y fibroblastos. Al
sustrato anatémico se le denomina “placa”, la cual obstruye parcial o totalmente el vaso
involucrado, dicha obstruccién provoca la ruptura de la placa exponiendo elementos al
torrente sanguineo como el colageno y el factor tisular estimulando la agregacién
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plaquetaria y la via extrinseca respectivamente, llevando ambos a la formaciéon de un
trombo oclusivo que causa la detencidn absoluta de la irrigacion del vaso involucrado y

con ello el infarto al miocardio® 3> %,

Asi el infarto al miocardio resulta en la migracién de macrofagos, monocitos y neutroéfilos
en la zona del infarto, lo que inicia la sefalizacién intracelular y la activacién
neurohormonal, que localiza la respuesta inflamatoria. Los cambios en la circulacién
hemodinamica se determinan principalmente por la magnitud de la pérdida de miocitos,
la estimulacidon del sistema nervioso simpatico, el SRAA y la liberacion de péptidos

natriuréticos”’.

El dafio después de un infarto al miocardio lleva a una remodelacion, que se caracteriza
por cambios moleculares, celulares e intersticiales y se ha dividido en una fase temprana
(dentro de las 72 horas) y una fase tardia (después de 72 horas). La primera fase consiste
en la expansién de la zona de infarto. La fase tardia implica la dilatacion del VI, hipertrofia
de los miocitos y la fibrosis intersticial. La remodelacién ventricular izquierda a menudo
conduce a la disfunciéon ventricular izquierda, miocardiopatia dilatada e insuficiencia
cardiaca. Las alteraciones adversas en el corazén después de un infarto al miocardio se

asocian con un marcado aumento en la morbilidad y la mortalidad cardiovascular’® 8%’

6.2 Tipos de infarto al miocardio

El tipo de infarto que se presenta esta dado de acuerdo con el tamafio y la localizacién de
la necrosis asi como, de la duracién de la oclusidon y la existencia previa de vasos
colaterales, los cuales pueden haberse formado anteriormente y haber nutrido la parte

del miocardio que no es irrigada por la arteria coronaria obstruida®® *°.

6.2.1 Infarto dependiente del tamafio
De acuerdo con la extension parietal de la necrosis, el infarto se clasifica en transmural,
subendocardico o intramural (Figura 24).
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6.2.1.1 Infarto transmural o Infarto con onda Q.

En el infarto transmural la oclusidn coronaria es prolongada y se llega a necrosar el grosor
completo de la pared del corazén desde el endocardio hasta el epicardio. Este tipo de
infartos presentan la aparicion de ondas Q en el ECG, por lo que se les conoce también

como infarto con onda Q*® >,

El infarto transmural suele ser mas extenso y afecta la contractilidad de una parte del
corazdn, asi como también presenta un mayor riesgo de complicaciones tanto a corto

como a largo plazo™.

6.2.1.2 Infarto subendocardico o Infarto sin onda Q

En el infarto subendocardico generalmente el tiempo de oclusién es corto o existe una
abundante circulacién colateral lo que produce un infarto pequefio que no afecta al grosor
completo de la pared del corazén, sino a las capas mds internas (el endocardio), por lo
gue se preserva la viabilidad y la funcionalidad de las capas mas externas. Este tipo de
infartos suelen tener una buena evolucién, sobre todo si la arteria comprometida es
reparada o se revasculariza mediante trombdlisis o angioplastia dentro de las primeras
horas del evento. En los infartos subendocardicos no aparecen ondas Q en el ECG, solo se

asocian con cambios en el ST-T por lo que se conocen también como infartos sin onda

48, 55
Q™.
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Figura 24. Tipos de infarto al miocardio de acuerdo a su tamafio®.

6.2.2 Infartos de acuerdo a su localizacidn

Por su localizacién, los infartos al miocardio pueden ser:

a) Anteriores o anterolaterales: cuando se obstruye la arteria descendente anterior
b) Posteriores o posterolaterales: si se obstruye la arteria circunfleja

c) Inferiores o inferolaterales: cuando se afecta la coronaria derecha (Figura 25)%% >3,
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Infarto anterior

Infarto
posterior

Infarto inferior

Figura 25. Tipos de infarto al miocardio de acuerdo a su localizacién. VD: ventriculo derecho; VI:
ventriculo izquierdo; DA: arteria coronaria descendente anterior; CX: arteria coronaria circunfleja;
CD: arteria coronaria derecha™.

6.3 Factores de riesgo.

Los factores de riesgo cardiovascular se pueden dividir en factores modificables y no
modificables. Los no modificables son: la edad varones por encima de los 40 afios, mujeres
post-menopausicas, el género siendo el sexo masculino al tener mas predisposicién por
carecer de la protecciéon de los estrogenos, antecedentes familiares y factores de
predisposicion genéticos. Los factores modificables son Ila hipercolesterolemia, el
tabaquismo, la diabetes mellitus, la hipertensién, la obesidad, el sedentarismo y el estrés.
Otros factores de riesgo cardiovascular son la homocisteinemia, una elevacién sanguinea
de homocisteina, un aminodcido tdoxico que se eleva con bajos niveles o insuficientes en la
ingesta de vitamina B2, B6, B12 y acido fdlico, asi como mujeres que usan pastillas
anticonceptivas combinadas, las cuales tienen un modesto aumento de riesgo de sufrir un
infarto al miocardio, en especial en presencia de otros factores como el habito de

fumar® %,
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Figura 26. Factores de riesgo cardiovascular®.

6.4 Incidencia e importancia del estudio del infarto al miocardio.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cardiovasculares, entre ellas el infarto al miocardio y el accidente cerebrovascular, cobran
17.5 millones de vidas al afio en el mundo. Durante el 2007, en México, poco mas de 87
mil personas fallecieron a causa de alguna enfermedad del corazén, siendo ésta la
principal causa de muerte de hombres y mujeres (Tablas No. 5 y 6). Ya que estas
enfermedades se pueden prevenir al cambiar estilos de vida, malos habitos y conductas

de riesgo, es de gran importancia favorecer su prevencion® ’°.
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Tabla 5. Principales causas de defuncién de mujeres en México en 2007 *.

Orden de Causas
Importancia

1 ENFERMEDADES DEL CORAZON b/

2 DIABETES MELLITUS

3 TUMORES MALIGNOS

4 ENFERMEDADES CEREBROVASCULARES

5 ACCIDENTES

6 ENFERMEDADES DEL HIGADO

7 ENFERMEDADES PULMONARES OBSTRUCTIVAS
CRONICAS

8 CIERTAS AFECCIONES ORIGINADAS EN EL
PERIODO PERINATAL ¢/

9 INFLUENZA Y NEUMONIA

10 INSUFICIENCIA RENAL

TOTAL DE DEFUNCIONES DE MUIJERES EN 2007

b/ Se excluye paro cardiaco
“ Incluye tétanos neonatal

Defunciones

41,877
37,202
33,455
15,362
9,047
8,001
6,876

6,358

5,969
4,758

229,336

Porcentaje

18.26%
16.22%
14.58%
6.69%
3.94%
3.48%
2.99%

2.77%

2.60%
2.07%

100%

Tabla 6. Principales causas de defuncién de hombres en México en 2007 *°.

Orden de Causas
Importancia

1 ENFERMEDADES DEL CORAZON b/

2 DIABETES MELLITUS

3 TUMORES MALIGNOS

4 ACCIDENTES

5 ENFERMEDADES DEL HIGADO

6 ENFERMEDADES CEREBROVASCULARES

7 CIERTAS AFECCIONES ORIGINADAS EN EL
PERIODO PERINATAL c/

8 ENFERMEDADES PULMONARES OBSTRUCTIVAS
CRONICAS

9 AGRESIONES

10 INFLUENZA Y NEUMONIA

TOTAL DE DEFUNCIONES DE HOMBRES EN 2007

b/ se excluye paro cardiaco
o/ Incluye tétanos neonatal

En 2007, del total de egresos hospitalarios en México (18, 536, 322), las enfermedades
relacionadas con problemas cardiacos representan menos de uno por ciento (89 mil 773

casos). Este tipo de enfermedades se encuentran presentes en toda la poblacion. En el

Defunciones

45,301
33,310
31,654
30,275
22,549
13,912

8,610

8,552

7,776
6,956

284,910

Porcentaje

15.9%
11.69%
11.11%
10.62%

7.91%

4.88%

3.02%

3.00%

2.72%
2.44%

100%



analisis de la poblacion con alguna afeccién cardiaca por sexo, se observa que las cinco
principales enfermedades cardiovasculares entre los hombres son el infarto agudo al
miocardio (7.7%), seguido de otras enfermedades cerebrovasculares (6.5%), hipertensién
esencial (primaria) (4.7%), enfermedad isquémica crénica del corazén (4.4%) y hemorragia
intraencefdlica (4.3%). Mientras que entre las mujeres son: otras enfermedades
cerebrovasculares (7.3%), seguidas de hipertension esencial (primaria) e infarto agudo al
miocardio (ambas con 6.4%), insuficiencia cardiaca (4.6%) y la enfermedad isquémica

crénica del corazon (4.5%).

Datos sobre la poblacidon que presentan alguna afeccion cardiaca indican que: cerca del
50% de los nifios menores de 5 afios han presentado cardiomiopatias o insuficiencias
cardiacas, enfermedades relacionadas con alteraciones durante la etapa fetal; asi mismo,
en 3 de cada 10 nifios de 5 a 14 afios se reportan complicaciones con su sistema
circulatorio por hemorragias intraencefdlicas (18.5%) y por otras hemorragias
intracraneales no traumaticas (16.5%); de igual forma, cerca del 30% de la poblacién de 15
a 44 anos, han sufrido de hemorragia intraencefalica (16.5%) y enfermedades renales

hipertensivas (13.7%)%.

El 20.5% de la poblacion de 45 a 54 afios con alguna complicacion cardiaca tuvo un infarto
agudo al miocardio, seguida por otras enfermedades cerebrovasculares (15.2%) y por
hipertension esencial (14.2%). En los adultos de 65 afios y mas, el conjunto de otras
enfermedades cerebrovasculares se observa el porcentaje mas alto de egreso (20.2%),

seguido por el infarto agudo al miocardio (19.2%) vy la hipertensién esencial (15.3%)°".
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Tabla 7. Distribucién porcentual de egresos hospitalarios por enfermedades del sistema
circulatorio para cada grupo de edad en 2007 .

Enfermedades del Sistema Grupos de edad

Circulatorio <lano Delad4 De 5 a Del5a Ded5 a 65 y
anos 14 afios 44 afios 64 afios mas

afnos

Hipertensidn esencial 1.0 10.0 5.5 10.8 14.2 15.3

primaria

Enfermedad renal 0.2 1.6 5.1 13.7 7.7 4.9

hipertensiva

Infarto agudo al miocardio 0.6 0 0.4 11.3 20.5 19.2

Enfermedad isquémica 0.2 0 0.4 3.4 9.2 13.8

crénica del corazén

Cardiomiopatia 32.9 15.2 21.3 5.1 1.8 0.9

Insuficiencia cardiaca 19.5 30.0 13.8 10.5 8.8 10.6

Complicaciones y 8.0 5.6 3.9 1.6 1.0 1.1

descripciones mal definidas

de enfermedad cardiaca

Hemorragia subaracnoidea 3.4 7.2 9.1 11.5 6.5 2.7

Hemorragia intracefalica 16.7 7.6 18.5 16.5 13.9 10.1

Otras hemorragias 17.1 8.4 16.5 2.8 1.4 1.2

intracraneales no

traumaticas

Otras enfermedades 0.4 14.4 5.5 12.7 15.2 20.2
cerebrovasculares

Se excluyeron del analisis las enfermedades relacionadas con circulacién pulmonar

6.5 SRAA en el infarto al miocardio.

El SRAA juega un papel clave en la remodelacidén estructural y funcional después de un
infarto al miocardio. De acuerdo con Anavekar & Solomon en 2005 la Ang Il desempefia
un papel fundamental en el desarrollo de remodelado del VI después del IM. Se ha
demostrado que el RNAm vy los niveles de proteina para angiotensindgeno, la ECA y los

receptores de la angiotensina se incrementan en corazones de rata después de un [V 40- 86

90
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Los receptores de Ang Il AT; y AT, juegan un papel crucial en la fisiologia cardiovascular y
la enfermedad. La sefalizacidon del receptor AT; contribuye a la remodelacién cardiaca
después de un infarto al miocardio por la mediacién de la vasoconstriccidn, hipertrofia de
los cardiomiocitos, la proliferacion de fibroblastos y la deposicion de colageno

intersticial®®.

El receptor AT, ejerce un efecto opuesto al receptor AT; en el sistema cardiovascular.
Varios hallazgos experimentales han demostrado que AT, es regulado positivamente en
condiciones patoldgicas, como la insuficiencia cardiaca, ademdas desempefia un papel
cardioprotector en el mecanismo de prevencion de desarrollo temprano de la dilatacién y
la insuficiencia del VI después de un IAM. De acuerdo con Kaschina y cols. en 2008 la

estimulacién directa de AT, mejora la funcién sistélica y diastélica post-IM’> *°.

Oishi y cols. en 2003 indicaron que la supresion de AT, en ratones knockout resultd en un
mayor deterioro de la insuficiencia cardiaca y un aumento de la mortalidad después de un
IM. Sin embargo, hay estudios opuestos que no apoyan un efecto cardioprotector para la
sobreexpresidon de AT,. Se ha informado que la sobreexpresidn crénica de AT, disminuye

o . ;. , 7
la contractilidad cardiaca en ratones transgénicos segiin Nakayama y cols. en 2005’ €.

La expresion de los receptores AT, y AT, en el tejido cardiaco estd estrechamente
regulada. Después de la induccidn del infarto al miocardio por ligadura coronaria en ratas,
se observd un aumento dependiente del tiempo en los niveles de los receptores AT, y AT,
en el corazon durante la primera semana después del infarto. Recientes investigaciones,
utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR),
demostraron que aproximadamente el 40% de los cardiomiocitos de rata adulta
expresaron receptores AT; y aproximadamente el 10% expresaron receptores AT,. Estas
proporciones se mantuvieron sin cambios después de la induccion del IAM en el dia 1, sin
embargo, en el dia 7 después del infarto, los receptores AT, se expresaron en el 50% de

. .. 1
los cardiomiocitos'®.
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Gerc & Buksa en 2010 indicaron que los inhibidores farmacoldgicos del SRAA han
demostrado una proteccion significativa contra el infarto de miocardio y la insuficiencia
cardiaca tanto en modelos animales y pacientes humanos. De acuerdo con Jugdutt &
Menon en 2004 los bloqueadores de los receptores de angiotensina reducen la mortalidad
y morbilidad cardiovascular en pacientes con insuficiencia cardiaca después de un IM. Los
antagonistas del receptor AT; han demostrado mejorar la funciéon cardiaca y la
remodelacién de la IC en los estudios clinicos y de animales. Se ha propuesto que el
bloqueo de los receptores AT; aumenta la Ang Il y la activacién de los receptores AT,, lo
gue conduce a la cardioproteccién, ya sea directamente o a través de cininas, aunque su

papel fisioldgico o fisiopatoldgico exacto no esta claramente definido™* %.

Hay varios informes de la literatura que sugieren que el receptor AT, ejerce sus efectos
protectores sobre el corazén post-IM a través de la interaccién con el eje ECA2 — Ang (1-7)

— Receptor Mas®.

Estudios demuestran que la inhibicién de ECA puede reducir la ampliacion progresiva
después de un infarto al miocardio en animales de experimentacién, asi como en los seres
humanos. Varios estudios han examinado el efecto de los inhibidores de la ECA en la
mortalidad después de un IM. La gran mayoria de estos ensayos han demostrado una
disminucion en la mortalidad cardiovascular y una disminucién de la progresién de la

insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes tratados con inhibidores de la ECA™.

Existen varios estudios que muestran el significado funcional de la ECA2 en la
patofisiologia cardiovascular. De acuerdo con los resultados de Ocaranza y cols. en 2010
en un modelo de remodelamiento miocardico tardio post infarto al miocardio, existe un
aumento en la actividad de ECA y de los niveles de Ang Il junto con una disminucidn de la
actividad de ECA2 vy los niveles de Ang (1-9), éstos cambios en conjunto favorecen el
desarrollo de fibrosis miocardica e hipertrofia ventricular patolégica en el area no

infartada. La inhibicion de la ECA asi como el bloqueo del receptor AT, previnieron la
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disminucion de la actividad de ECA2 post-IAM y aumentaron significativamente los niveles
de Ang (1-9). Estos resultados sugieren una inter regulacion entre ECA y ECA2 en el
remodelado miocdrdico post-IAM, ademds que la Ang Il podria ser el estimulo
determinante de la expresion cardiaca de la ECA2, ya que la disminucién de los niveles de
Ang Il o la prevencion de su union a los receptores AT, aumentaron los niveles del RNAm

para ECA2?7 %,

En un estudio realizado en ratas a las que se les ligd la arteria coronaria y que fueron
medicadas con un bloqueador del receptor AT; durante todo el periodo del tiempo
posterior al procedimiento, los resultados indicaron que a los 28 dias post-IM, el RNAm de

ECA2 mostré un aumento de tres veces en el miocardio viable®3.

De acuerdo con Qi y cols. en 2011 la sobreexpresién de Ang (1-7) puede atenuar la

isquemia inducida en la fisiopatologia cardiaca®.

Se ha reportado que tanto ECA2 y Ang (1-7) proporcionan efectos cardioprotectores
contra la insuficiencia cardiaca y la hipertrofia cardiaca. El tratamiento crénico de Ang
(1-7) no sdlo atenua el desarrollo de la insuficiencia cardiaca en el modelo del IM segun
estudios realizados por Ishiyama y cols. en 2004, también impide la hipertrofia cardiaca 'y

la fibrosis en ratas®®.
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7.0 FARMACOLOGIA DEL INFARTO MIOCARDICO

El tratamiento farmacoldgico tras un infarto al miocardio es muy amplio e incluye: a)
farmacos tromboliticos: como la estreptoquinasa, uroquinasa y alteplasa que disuelven los
trombos a nivel coronario, la rapida administracién de éstos limitan la extensién del
infarto y mejora la supervivencia del paciente. La administracién de acido acetilsalicilico
mejora el prondstico y reduce el riesgo de reinfarto, b) analgésicos opioides: los cuales
reducen el dolor, la actividad del sistema nervioso auténomo simpatico y tienen efectos
vasodilatadores por lo que ayudan a disminuir la carga cardiaca, c¢) diuréticos: son
utilizados para tratar en algunos pacientes la insuficiencia cardiaca que se presenta como
consecuencia del infarto, d) antieméticos: tras un infarto habitualmente se presentan
nauseas y vomitos los cuales se deben de tratar ademds de que el uso de opioides
incrementan éstas condiciones, e) antiarritmicos: debido a que una de las complicaciones
del infarto es la aparicidén de arritmias, f) heparina: después de sufrir un infarto existe el
riesgo de que se presente una trombosis venosa profunda o una embolia pulmonar, por lo
gue se suele administrar heparina de bajo peso molecular, g) nitratos: Son vasodilatadores
que reducen la presién y el llenado ventricular (precarga) y, en menor grado, también la
poscarga, lo que se traduce en un menor volumen cardiaco, lo cual disminuye la tension
en las paredes y con ello, el consumo de oxigeno en el miocardio. Los nitratos dilatan los
vasos del sistema coronario a su maxima capacidad y mejoran el flujo sanguineo colateral
en el miocardio, h) B bloqueadores: Reducen la demanda de oxigeno en el miocardio,
causada por disminucién de la contractilidad y de la tensiéon en la pared miocardica.
Disminuyen la frecuencia cardiaca y la presion arterial, lo que disminuye la carga total de
trabajo cardiaco. Al disminuir la frecuencia cardiaca, el periodo diastdlico se prolonga, lo
cual mejora el riego sanguineo coronario ademas inhiben la liberacidon de renina, lo que

aminora la formacién de Ang II'" 29,683,735,

7.1 Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA)
Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA) bloquean la enzima que

favorece la transformacién de Ang | a Ang Il un potente vasoconstrictor. Asi los iECA
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disminuyen los niveles plasmaticos y tisulares de Ang Il, de aldosterona (lo que produce
una disminucién de la retencién de sodio y agua) y se inhibe el tono simpatico. Ademas,
dado que la ECA presenta una estructura similar a la quininasa Il que degrada la
bradicinina estos farmacos reducen la velocidad de inactivaciéon de la bradicinina. Las
quininas son potentes vasodilatadoras, liberan NO, prostaglandinas vasodilatadoras (E, y
F,) que poseen propiedades vasodilatadoras y antiproliferativas que se oponen a las
acciones troficas de la Ang Il, por lo tanto, las acciones antiproliferativas de los iECA son
consecuencia de la inhibicion de la sintesis de Ang Il y del tono simpdtico asi como del

aumento de los niveles de quininas, NO y prostaglandinas® ®* 88,

Los iECA atenuan la resistencia vascular, el tono venoso y la presién sanguinea, y con ello
también el gasto cardiaco. Estos producen una vasodilatacién arteriovenosa que es mas
marcada en niveles coronario, renal, cerebral y del musculo esquelético. Ademas, como
inhiben la sintesis de Ang I, de aldosterona, aumentan el volumen minuto, el flujo
sanguineo y la sintesis de prostaglandinas renales, producen aumento de la diuresis y la
natriuresis. A diferencia de otros vasodilatadores, no estimulan, sino que suprimen, la
activacidon neurohumoral y no modifican la frecuencia y la contractilidad cardiacas, por lo
gue disminuyen las demandas miocardicas de O, y mejoran los signos de isquemia

cardiaca® %7,

Diversos estudios (ISIS-4, GISSI-3, CCS y SMILE) han demostrado que en ausencia de
insuficiencia cardiaca o de disfuncidn ventricular sintomatica, la administracion oral de un
iECA desde las primeras 24 horas de evoluciéon del infarto del miocardio durante 4-6
semanas reduce la mortalidad del 6-24 % (Tabla 8). En el estudio CONSENSUS-II, en el que
se administrd enalaprilo por via IV en las primeras horas del infarto y se continué el
tratamiento por via oral durante 6 meses, se constatd que en los pacientes tratados con el
iECA aumentaba la mortalidad al cabo de 30 y 180 dias de evolucién. El enalaprilo
tampoco reducia el nimero de reingresos por insuficiencia cardiaca ni los episodios

isqguémicos, e incluso los pacientes tratados con él presentaron mas episodios de
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hipotensién, lo que podria reducir la presion de perfusién coronaria y aumentar la
isquemia cardiaca y la mortalidad de los pacientes. Estos resultados plantean serias dudas
acerca de la conveniencia de administrar un iECA por via IV en las primeras horas

postinfarto® .

Tabla 8. Resultados de los ensayos clinicos en los que se ha administrado un IECA en las primeras
24 horas del infarto de miocardio®.

Estudio SMILE CONSENSUS-  GISSI-3 ISIS-4 CCSs

1l
Pacientes 1.556 6.090 19.394 58.050 13.634
IM previo Anterior Si Si Si Si
Tratamiento
Inicio 6-24 horas <1dia <1dia <1dia <36 horas
Farmaco Zofenopril Enalapril IV Lisinopril Captopril Captopril
Dosis (mg) 7,5-30 5-20 2,5-10 6,25-50 6,25-12,5
Dosis/dia 2 2 1 2 3
Duracion 12 meses 41-180 dias 4 dias 1 mes 28 dias
Reduccion de
la 24 — 11 7,0 6,0
mortalidad
(%)
Pacientes
tratados 63 — 125 200 200
para  salvar
una vida

IM: infarto de miocardio; SMILE: Survival of Myocardial Infarction Long-Term Evaluation;
CONSENSUS-II: Cooperative New Scandinavian Enalapril Survival Study II; GISSI-3: Grupo lItaliano
per lo studio della Sopravivenza nell’Infarcto Miocardio; ISIS-4: Fourth International Study of
Infarct Survival; CCS: Chinese Captopril Study.

Tras un infarto de miocardio se presentan cambios en el volumen y masa muscular
ventricular a los que se denomina remodelado. A las pocas horas después del infarto, la
fuerza ejercida por la presion intraventricular sobre la zona infartada produce primero su
adelgazamiento y luego su expansién. Al cabo de unas semanas de evolucidn, el proceso
de expansidn se detiene debido a la formacion de tejido fibroso y en el miocardio sano se
produce una hipertrofia compensadora y una dilatacidn ventricular global progresiva, que
conducen a la larga a la insuficiencia cardiaca. La administracién crénica de un iECA a las 2-
3 semanas del infarto reduce el volumen telediastélico del ventriculo izquierdo y aumenta

la fraccién de eyeccion, asi como también reduce las hospitalizaciones y retrasa la
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progresién hacia la insuficiencia cardiaca. Este efecto es mas evidente en pacientes con
infartos anteriores extensos, fraccién de eyeccidn inferior al 30 % y oclusidén coronaria
mantenida durante las primeras semanas de evolucion. El posible efecto beneficioso de
los iECA se explica por sus acciones vasodilatadoras (que reducen la presién y el estrés de
la pared ventricular, y que facilitan la expansion de la zona necrdtica), antitréficas,

antiisquémicas (disminuyen las demandas miocardicas de 0,) y cardioprotectoras®.

7.2 Antagonistas de los receptores de Angiotensina Il (ARA 11)

La primera sustancia descubierta de este grupo de farmacos fue el losartdn. Los ARA Il
bloquean directamente los efectos de la interaccién de la Ang Il en sus receptores AT;.
Estos farmacos en el corazén y los vasos sanguineos, originan vasodilatacion arterial y
venosa e impiden las acciones cardiacas de Ang Il, disminuyen la precarga, la poscarga y la
demanda de O, por el miocardio asi como también favorecen la circulacién coronaria. Al
bloquear las acciones tréficas en el corazén corrigen la hipertrofia ventricular y la fibrosis,
lo cual mejora el funcionamiento cardiaco, mientras que en los vasos sanguineos los ARA ||
reducen el grosor de la pared vascular, incrementan la luz del vaso y tienden a recuperar

.. . 12 1
la funcién endotelial®® >% 1%,

Los efectos principales y adversos de estos farmacos son parecidos a los de los iECA sin
embargo al impedir las acciones de Ang Il independientemente de la via que se haya
seguido para su formacién aventajan a los iECA. Los ARA Il al no producir la acumulacién
de cininas disminuyen la incidencia de presentar tos o el angioedema, por lo que
constituyen una importante alternativa en pacientes en los que estas reacciones adversas
les impiden seguir el tratamiento con un iECA. Al igual que los iECA, los antagonistas de los
receptores AT; estan contraindicados en pacientes con hiperpotasemia, con estenosis

. . . e s s . 1
renal bilateral o con estenosis de la arteria renal con rifidn Unico y en embarazadas>® '%°.
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8.0 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ECA y ECA2 Y DE LOS RECEPTORES AT; y
AT,

Es importante considerar que los cuidados de las muestras asi como de los reactivos
empleados para realizar estas técnicas deben ser minuciosas, el investigador debera usar
guantes de latex mientras se encuentre trabajando con RNA y proteinas. Este paso
ayudara a evitar la degradacidon de las biomoléculas por accién de las ribonucleasas o
proteasas presentes en la superficie de las manos. EI material biolégico debe ser
conservado a bajas temperaturas. Todas las muestras bioldgicas deben ser repartidas en
alicuotas y en volumenes pequefios para evitar etapas de descongelamiento o
congelamiento drdsticos que ocasionarian un eventual deterioro de las moléculas. Se
recomienda que las puntas que se insertan en las micropipetas y que tienen contacto
directo con las muestras sean nuevas y estériles, a fin de evitar una posible
contaminacién. Es posible trabajar con puntas previamente usadas, siempre y cuando
estén libres de restos orgdnicos y hayan sido previamente esterilizadas en autoclave. Con
respecto a la manipulacién de las proteinas, no se exige el uso de puntas nuevas pero si se
recomienda esterilizarlas previamente. Los reactivos a usarse durante los procesos de
extraccién y purificacién de 4acidos nucleicos y proteinas deben tener grado "biologia

molecular" para asegurar el éxito del procedimientom.

8.1 Cuantificacidn de proteinas por el método de Bradford

8.1.1 Fundamento

El método de Bradford se basa en la cuantificacién del complejo proteina-colorante y su
comparacion con diferentes cantidades de una proteina estandar albimina de suero
bovino (BSA), en donde el colorante azul brillante de coomassie G-250 al encontrarse en
forma libre tiene una coloracidn roja y al formar el complejo obtiene un coloraciéon azul la

cual se puede medir a 595nm*>>%’,
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Este método es sensible (1-15 pg), rapido al tener una formaciéon del complejo en 2 min,
estable (1 h), simple, barato y pocas sustancias interfieren en su determinacién. Entre las

sustancias que interfieren estan los detergentes y las soluciones basicas™.

8.1.2 Equipo y reactivos
e Balanza
e Homogenizador
e Sonicador
e Centrifuga
e Microcentrifuga
o Lector de placas de ELISA
e Placas para ELISA
e Tubos eppendorf
e Micropipetas y puntas
e Reactivo de Bradford
e Stock de BSA

e Buffer que contiene PBS, EDTA, triton y PMSF

8.1.3 Técnica

8.1.3.1 Preparacion de la muestra de tejido

Pesar el tejido congelado en un tubo eppendorf y afiadir 1 mL de Buffer que contiene PBS,
EDTA, tritdn y PMSF; homogenizar el tejido manteniéndolo en hielo, posteriormente
sonicar el homogenizado durante 2 ciclos manteniéndolo en hielo, al finalizar centrifugar
durante 10 min a 12000 rpm a 4 °C. Se separa el sobrenadante y se toman 10 pL a los

cuales se les adicionan 990 pL de PBS, se toman 40 plL del sistema anterior y se afiaden

160 pL de solucidn diluida de Bradford en una microplaca de 96 pozos.
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8.1.3.2 Preparacién de la curva estandar
Preparar una solucion diluida de Bradford empleando 0.5 mL de reactivo de Bradford en
1.5 mL de agua desionizada. Preparar una solucidon stock de BSA 5 mg/mL. Los sistemas de

la curva estandar se preparan en microtubos de 1.5 mL de acuerdo a la tabla siguiente:

Tabla 9. Curva estandar de BSA.

Vol de soln Stock | PBS (uL) | Proteinas | Alicuota * | Soln diluida de | Proteinas | Proteinas
de BSA (uL) (ng/ml) (pt) Bradford * (uL) (ng) (ng/ml)

0 1000 0 40 160 0 0

80 920 400 40 160 16 80

100 900 500 40 160 20 100

120 880 600 40 160 24 120

140 860 700 40 160 28 140

160 840 800 40 160 32 160

180 820 900 40 160 36 180

200 800 1000 40 160 40 200

Las columnas marcadas con * en la tabla se colocan en una microplaca de 96 pozos y se

realiza la lectura en un lector de placas de ELISA a 595nm.

ji A 1mLd Homogenizar Sonicar durante
Pesar el tejido gregar 1 mL de el tejido ar dur

Buffer

|

|

Leer la placa con 40 pL del sistema + 160 pL del Rvo
lamuestra yla de Bradford 10 min a 12000 rpm a 4 °C
curva de BSAa
595nm 10 pL de sobrenadante + 990 uL PBS |

Figura 28. Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford.
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8.2 Western Blot

8.2.1 Fundamento

La técnica de Western Blot es una variante de la desarrollada por Edwin Southern para la
separacion de fragmentos de DNA (Southern Blot). El Western blot es una técnica analitica
utilizada para la identificacion de una proteina diana en una mezcla de proteinas
complejas gracias a la especificidad de la interaccidn anticuerpo-antigeno. El método se
basa en la separacién electroforética de proteinas en geles de poliacrilamida, la
transferencia (blotting) de dichas proteinas a membranas de nitrocelulosa o
polivinildifluoruro (PVDF) y la posterior deteccién de una o mds bandas proteicas
identificadas por su unidn con anticuerpos especificos. La migracidon de las proteinas se
realiza en presencia de detergentes (Dodecil Sulfato de Sodio, SDS) a fin de que su
migracion dependa fundamentalmente del peso molecular (PM) de los péptidos (Figura

29)57, 62, 69.

Southern Northern Western
1)\/ / R\/ /,”k_y /
- y i £ :
[ _ — -‘fy’
La electroforesis de acidos
nucleicos se suele hacer en geles
de agarosa y en horizontal; la de
proteinas, en geles de
" 5 ” ;s poliacrilamida y en vertical
electroforesis electroforesis
La transferencia de dcidos nucleicos
ancferenci . 7 suele hacerse por capilaridad:
@tmn‘\ﬁ'nnua @lmnbrcrenmd@ la de proteinas, por corriente eléctrica
3 (clectrotransferencia)
 sonda + sonda £ anticuerpo
hibridacion union 3 A los dcidos nucleicos, desnaturalizados, se

une una sonda complementaria (hibridacion);
a las proteinas se une otra proteina que tenga
afinidad, generalmente un anticuerpo

revelado o deteccion (inmunodeteccion)

La téenica de deteccion depende del tipo de
marcaje que se hubiera incorporado en la sonda

o= = e, o anticuerpo. Por ejemplo:

- - - - - )

) = - marcado con: deteccion con;
- = - isOtopo radiactivo  autorradiografia o
detector de radiacion
- - - 3

fluorocromo detector de fluorescencia
biotina avidina o estreptavidina
digoxigenina anti-digoxigenina
enzima sustrato que da producto

coloreado, fluorescente
0 quimioluminiscente

Figura 29. Comparacidn de las técnicas Southern, Northern y Western blot®’.
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8.2.2 Equipo y reactivos

Micropipetas diversos volumenes.

Camara de electroforesis vertical y accesorios.
Fuente de poder.

Microcentrifuga

Calentador para tubos eppendorf

Gradilla para tubos de 1.5 mL.

Puntas para micropipetas

Tubos eppendorf

Vasos de precipitados de 500 mL de capacidad.
Gel separador (Acrilamida/Bis acrilamida 10%)
Gel concentrador (Acrilamida/Bis acrilamida 4%)
Buffer de carga

Solucién de poliacrilamida al 30%

Buffer Tris-base 1.5 M pH= 8.8

Buffer Tris-HCL 0.5M pH=6.8

Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%

Persulfato de amonio (APS) al 10% recién preparado
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED solucion stock)
Agua bidestilada

Buffer Tris-Glicina

Buffer de transferencia SDS

Solucién destefiidora

Azul de coomassie

Tween 20

Solucién bloqueadora

Anticuerpo primario

Anticuerpo secundario

Buffer TBS

69



e Membrana de nitrocelulosa o PVDF

8.2.3 Técnica
El procedimiento a seguir se puede marcar en tres grandes etapas: separacién de las

proteinas mediante electroforesis, transferencia e inmunodeteccion.

a) Separaciéon electroforética: La electroforesis es un método analitico en el que se
separan biomoléculas, en dependencia entre otros factores de su carga y bajo la accion de
un campo eléctrico, éste método fue empleado por primera vez por Tiselius en 1937. Mas
tarde en 1959 Raymond & Weintraub emplearon un gel de poliacrilamida (PAGE) como
soporte para la electroforesis y posteriormente el método fue perfeccionado por varios
investigadores como Davis & Ornstein. El dodecil sulfato de sodio (SDS) se introduce en
esta técnica en 1970 y ya en 1972 se emplean agentes reductores y SDS en la
determinacién del peso molecular de proteinas en lo que se denominé electroforesis en

geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)**.

La separacion de las proteinas por tamafio se hace mediante la influencia de un campo
eléctrico que induce el movimiento de las proteinas a través de geles de poliacrilamida
(acrilamida/bisacrilamida) en presencia de SDS, un detergente anidnico. La estructura del
detergente SDS empleado en esta variacion de la electroforesis en gel de poliacrilamida es
CHs; (CH,)10 CH,=S0s-N,". El SDS desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las
interacciones no covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria. Los
grupos alifaticos dodecil se colocan en el interior, mientras que los grupos sulfato en la
superficie y todos los complejos SDS-proteina toman carga neta negativa (que excede la
carga intrinseca de las cadenas de aminodcidos). El tratamiento concomitante con un
agente reductor de puentes bisulfuro, como el beta mercaptoetanol (R ME) o el DTT
desnaturaliza las proteinas y las rompe en las subunidades que la componen. Por lo que el
complejo SDS-proteina tiene generalmente mayor densidad de carga y menor tamaio que
las proteinas nativas. Se ha determinado que con 5 min a 95-100 °C es suficiente para la

formacién de enlaces estables SDS-proteina a una concentracion de 1 % de SDS, en
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presencia de EDTA y condiciones reductoras. Esto hace que en la mezcla las proteinas se

muevan hacia el anodo y se localicen de acuerdo con su peso molecular®3*>’.

La poliacrilamida es un soporte empleado frecuentemente en electroforesis en gel, es
guimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida
y reproducible. Forma, ademas, geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles
en agua, relativamente no idnicos y que permiten buena visualizacién de las bandas
durante tiempo prolongado. Ademds de que al variar la concentracion de polimeros, se
puede modificar de manera controlada el tamafio del poro. Los geles de poliacrilamida se
forman por la polimerizacidn vinilica del mondémero acrilamida CH,=CH-CO-NH, y del
monodémero entrecruzador N, N'-metilen-bis-acrilamida CH, = CH- CO - NH - CH, - NH - CO -
CH = CH,. La polimerizacidon se inicia con la formacion de radicales libres del mondémero,
que se producen por radicales libres de oxigeno, por causa de la accién de iones
persulfato. Las aminas terciarias como el N, N, N, N’-tetrametilen-diamina (TEMED) se
emplean como catalizadores de esta reaccion, porque causan la formacion de radicales
libres del persulfato. Hay muchos factores que desempefian una funcién importante en la
separacion electroforética, como son pH, fuerza idnica, gradiente de potencial, tiempo de
corrida, concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida, etc. Las condiciones éptimas de
una buena separacidn, en la practica se determinan experimentalmente, con el analisis de
como influyen los diferentes factores en la electroforesis en cuestion. Una vez separadas
las proteinas pueden ser visualizadas utilizando colorantes como el azul de Coomassie o la

coloracién de plata34.

b) Transferencia: Mientras las proteinas estan aun en la matriz del gel no pueden ser
alcanzadas por los anticuerpos, por lo que después de la separacion electroforética de las
proteinas, éstas deben transferirse desde el gel de electroforesis a la membrana. Esto
puede hacerse con procedimientos como la difusién, la capilaridad, por vacio o por
electroelucion (o transferencia electroforética), aunque éste dultimo es el mas

ampliamente utilizado en la mayoria de las ocasiones por su rapidez y alta eficacia de
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transferencia. Este método se basa en la movilidad electroforética de las proteinas para
transferirlas desde el gel hasta la membrana e implica poner en contacto directo el gel de
poliacrilamida con las proteinas con la membrana de nitrocelulosa o de cualquier otro
material adecuado para la unién de las mismas, formando un sandwich entre dos

electrodos sumergidos en una solucién conductora® * 2,

Cuando se aplica un campo eléctrico, las proteinas migran fuera del gel de poliacrilamida
hacia la superficie de la membrana donde quedan fuertemente adheridas, por lo que la
membrana resultante es una copia exacta del patrén de proteinas que se tenian en el gel

de poliacrilamidalg.

¢) Inmunodeteccién: para iniciar este paso previamente se deben de bloquear los sitios
libres de la membrana no relacionados con las proteinas separadas, para evitar la unién
inespecifica de los reactivos proteicos empleados para revelar la reaccion. En la actualidad
se utilizan una amplia variedad de soluciones de bloqueo (desde la simple leche hasta
proteinas altamente purificadas) para bloquear los sitios sin reaccionar de la membrana.
Estas soluciones de bloqueo incrementan la sensibilidad del ensayo reduciendo la
interferencia por el ruido de fondo (background) sin embargo, no todas son compatibles
con todos los sistemas, por lo que estan disponibles comercialmente una gran variedad de
blogueantes tanto en buffers TBS como PBS, dependiendo la eleccién del bloqueante mas
adecuado del propio antigeno asi como de la enzima que se vaya a utilizar. La solucion de
bloqueo ideal se va a unir a todos los potenciales sitios de unidon inespecifica de Ila
membrana, eliminando todo el ruido de fondo sin alterar o bloquear los epitopos para la
union del anticuerpo primario. Como otros inmunoensayos, el Western Blot consiste en
una serie de pasos de incubacidon con diferentes reactivos (soluciones de bloqueo,
anticuerpos, etc.) separados por pasos de lavado. Estos lavados son necesarios para
eliminar los excesos de reactivos no unidos ya que un lavado insuficiente de la membrana
ocasionara un elevado ruido de fondo, mientras que un exceso del mismo puede

ocasionar una disminucién de la sensibilidad debido al lavado del antigeno y/o anticuerpo
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de la membrana. Para realizar estos lavados, se pueden utilizar buffers fisiolégicos como el
TBS o el PBS a los que en la mayoria de los casos se les agrega un detergente como el
Tween 20 (0.05%) para ayudar a eliminar el material unido inespecificamente. Otra
técnica muy utilizada es hacer los lavados con la solucién de bloqueo diluido al que se le
agrega detergente; esto suele ayudar a disminuir el ruido de fondo del ensayo.
Posteriormente la membrana debe ser incubada con un anticuerpo primario contra la
proteina de interés asi como con un anticuerpo secundario, o reactivos que actian de
ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores. Los anticuerpos
primarios dependeran del antigeno que se desee detectar, pueden emplearse tanto
anticuerpos monoclonales como policlonales, los primeros son muy valorados por su gran
especificidad, pureza y consistencia que originan un menor ruido de fondo mientras que
los segundos son mads baratos, su produccién es mas rdpida y normalmente tienen una
elevada afinidad por su antigeno. Existe una gran variedad de anticuerpos secundarios
marcados de diferentes maneras para la deteccion del Western Blot. Su eleccion depende
de la especie en la que se haya obtenido el anticuerpo primario; es decir, si el anticuerpo
primario es un anticuerpo monoclonal de ratén, entonces el secundario debe ser un
anticuerpo anti-ratéon obtenido en un hospedador diferente del ratén. La eleccién del
anticuerpo secundario depende también del tipo de marcaje que se desee (biotina,
fluoréforos o enzimas). El marcaje con enzimas es usado ampliamente y es bastante
sensible, las dos enzimas mas utilizadas son la fosfatasa alcalina (AP) y la peroxidasa de
rabano (HRP) y hay una amplia variedad de sustratos cromogénicos, fluorogénicos y
qguimioluminiscentes disponibles comercialmente para cada enzima. La fosfatasa alcalina
cataliza la hidrdlisis de los grupos fosfato de la molécula de sustrato originando un
producto coloreado, fluorescente o la liberacién de luz como producto. Su principal
ventaja es que su tasa de reaccion permanece lineal por lo que se puede incrementar la
sensibilidad de la deteccién simplemente dejando la reaccidn durante mads tiempo. La
peroxidasa de rabano cataliza la oxidacion de los sustratos por el perdxido de hidrégeno,
originando un producto coloreado, fluorescente o la liberacién de luz como producto. Su

gran estabilidad, bajo costo y gran disponibilidad de sustratos hacen que sea la enzima de
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eleccién para la mayoria de las aplicaciones. Las bandas de proteinas marcadas con
enzimas se hacen visibles por incubacién con los sustratos apropiados para formar
productos coloreados insolubles en el lugar donde se encuentran las bandas de proteina.
Los sustratos cromogénicos son los mas ampliamente utilizados ya que el método de
detecciéon es mas barato y sencillo; cuando estos sustratos entran en contacto con la
enzima correspondiente, se transforman en productos insolubles coloreados que
precipitan sobre la membrana, por lo que no necesitan ninguna instrumentacion especial
para realizar la visualizacion de los resultados. Para la HRP los sustratos mas utilizados son
el TMB (3,3’,5,5'-tetrametil-benzidina), el 4-CN (4-cloro-1-naftol) y el DAB
(tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina), mientras que para la AP, los mas utilizados
son el NBT (cloruro de tetrazolio nitro-azul), el BCIP (sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3’-
indolilfosfato) y el Fast Red (fosfato de naftol AS-MX + sal Fast Red TR). El proceso de la
quimioluminiscencia se define como la emisidon de energia en forma de luz a partir de una
sustancia, como consecuencia de una reaccién quimica. El luminol es uno de los sustratos
mas ampliamente utilizados y su oxidacidén en presencia de perdxido, origina la formacién
de un producto en estado excitado llamado 3-aminoftalato, que al pasar a un estado de

energia menor, emite fotones de luz> *°.

8.2.3.1 Ensamblaje de la cdmara de electroforesis

Ensamblar los vidrios en el porta placas y una vez asegurados colocarlos en el soporte de
alineacidn, esto se debe de realizar en una superficie plana y nivelada para que cuando se
vierta la solucién del gel dentro de la cdmara se evite el derrame de la solucién y la
generacién de una matriz desnivelada, la cual podria generar la distorsion del perfil de las

bandas de las proteinas al final de la electroforesis.

8.2.3.2 Preparacion de geles de poliacrilamida
Utilizar un sistema de geles discontinuos, se le denomina asi porque estd conformado por

dos geles de poliacrilamida de resolucién y empacamiento que presentan diferente
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concentracion, composicién y pH. Ambos geles se encuentran unidos pero limitados por
una fase de separacién visible al trasluz. Debido a que en estado liquido ambos geles
pueden mezclarse facilmente, deben ser preparados por separado esperando la total
polimerizacién del primero para continuar con la polimerizaciéon del otro. El gel de
empacamiento o concentradores la matriz de poliacrilamida que tiene como caracteristica
retener a las proteinas manteniéndolas uniformes antes que ellas migren hacia el gel
separador, se localiza en la parte superior del sistema formando los pocillos donde se
depositaran las muestras. Este proceso permite mejorar la resolucién de las proteinas en
la electroforesis. El gel de resolucién o separador es la matriz de poliacrilamida donde las
moléculas de DNA o proteinas, van a migrar generando un perfil de bandas o patrén
electroforético. Dicho patrdn varia de acuerdo al peso molecular de cada una de las

moléculas y a la concentracién del gel mismo™**.

Preparar un gel separador al 4%, una vez finalizada la preparacién de la solucién, afiadir
los catalizadores APS y TEMED tratando de mezclar cada reactivo de manera uniforme en
todo el volumen. Agregar la solucién de poliacrilamida entre las placas de vidrio hasta 2/3
partes de la altura del vidrio. Dejar polimerizar a temperatura ambiente durante 15 a 30

min, usando como control de polimerizacién la solucién de poliacrilamida remanente.

El gel concentrador se preparard al 10%, al finalizar la preparacién de la solucién, agitar
moderadamente sin hacer burbujas a fin de asegurar que el TEMED y el APS se distribuyan
uniformemente en todo el volumen de la solucidén. Agregarlo entre los vidrios de la
camara y sobre el gel de separacidn ya polimerizado. Inmediatamente después, colocar el
peine entre ambos vidrios secando con papel toalla los restos de poliacrilamida que
lleguen a derramarse. Dejar polimerizar la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15
a 30 minutos usando como control de la polimerizacidn la solucion de poliacrilamida que

guedd remanente en el tubo, una vez formado el gel retirar el peine.
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Una vez que polimerizo el gel, colocar los vidrios en el disipador interno de tal manera que
el vidrio pequefio se localice en la parte interna del disipador, y si sélo se correra una
placa, debe colocarse otro juego de vidrios en el disipador con el fin de poder contener el

bafio superior del buffer de corrida.

8.2.3.3 Preparacién de la muestra
En un tubo eppendorf ajustar la muestra a una concentracion de 40-60 pug/mL de proteina
del sonicado obtenido para la cuantificacién de proteinas en una relacién 1:3 con buffer

de carga. Centrifugar y calentar a 90 °C durante 5 min.

8.2.3.4 Electroforesis

Colocar el disipador en una camara de electroforesis, posteriormente llenarla con buffer
de glicina, asegurandose que los pocillos del gel se encuentren completamente
sumergidos. Cargar 3 pL de marcador de peso molecular en un pocillo asi como depositar
cuidadosamente las muestras en los pocillos evitando la contaminacién del pocillo
contiguo, terminado esto cubrir el tanque con la tapa y conectar los cables
correspondientes de los electrodos en la fuente de poder. Encender la fuente de poder y
proceder a seleccionar el voltaje y amperaje correspondientes. Las condiciones de la
electroforesis seran: 80 V, 100 mA. Realizar la electroforesis hasta que el frente de corrida
(visualizado como una linea azul por el colorante del buffer) haya llegado a los limites de la
parte inferior del gel. Finalizada la electroforesis desmontar el equipo y remover el
sistema que contiene el gel de poliacrilamida. Separar el gel concentrador del gel de

resolucion realizando un corte transversal.

8.2.3.5 Transferencia
Una vez concluida la electroforesis, transferir las proteinas sin tefir a una membrana de
PVDF previamente sumergida en metanol hasta que se encuentre traslicida, para realizar

la transferencia sumergir en buffer de transferencia el gel y la membrana asi como fibrasy

76



papel de filtro que permitan este proceso. Colocar en el siguiente orden los componentes:
inserte el casete de plastico con el lado negro hacia abajo, poner una fibra encima,
seguida de un papel filtro eliminando las burbujas de aire, poner el gel, la membrana de
PVDF eliminando las burbujas de aire, colocar el papel filtro y la fibra, cerrar el casete.
Colocar el casete de revelado haciendo coincidir la cara negra con su mismo color,
introducir el dispositivo en el tanque de electroforesis junto con una tina de hielo, llenar la
camara con buffer de transferencia. Las condiciones de la corrida seran de 200 mA, 100 V
durante 1 h. El bloqueo de la membrana se realizard en 10 mL de TBS 10X que contiene
leche descremada al 5 % y 0.1 mL de Tween 20 al 1 %, durante 12 horas. Dejar tefir los
geles con azul de Coomassie durante 12 horas. Lavar la membrana de transferencia con
TBS 1X y Tween 20 al 1 %. Agregar el anticuerpo primario durante 1 h en agitacién,
posteriormente se anade el anticuerpo secundario bajo las condiciones anteriores, al
término de cada incubacidn se realiza una serie de lavados a la membrana. El revelado de
la membrana se realiza con 1 tableta de Diaminobencidina en 15 mL de buffer tris 1X

adicionando 12 pL de H,0, (Figura 30).

Ensamblaje de vidrios y Ajustar muestras a 60 pg/ml de Vortexear las Calentar a 90 °C
vadiado de geles proteina del sonicado en una muewu xSmln
relacion 1: 3clbuﬁer de carga
Cargar 3 pl de Agregar buffer de Montar cdmara
marcador de PM y glicina de electroforesis
las muestras
_
-
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8.3 Aislamiento de RNA por el método del trizol.

8.3.1 Fundamento

El trizol es un reactivo empleado para el aislamiento del RNA total de células y tejidos. Es
una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina. Durante la
homogenizacion o lisis de las muestras el trizol mantiene la integridad del RNA, mientras
se destruyen las células y se disuelven los componentes celulares. La adicion de
cloroformo seguida por centrifugacién separa la solucién en una fase acuosa (que
contiene al RNA) y una fase organica (que contiene DNA y proteinas). El RNA recuperado

de la fase acuosa es precipitado con alcohol isopropilico™.

8.3.2 Equipo y reactivos
e Centrifuga refrigerada.
e Vortex
e Micropipetas diversos volumenes
e Puntas para micropipetas
e Tubos eppendorf
e Microcentrifuga
e Nanodrop
e (Camara de electroforesis horizontal
e Agua tratada con DEPC (1:1000)

Cloroformo - alcohol isoamilico

Etanol al 75%.

Isopropanol.

Trizol

8.3.3 Técnica
Homogenizar el tejido congelado adicionando 1 mL de Trizol por cada 50 mg de tejido.

(Emplear de 50-100 mg de tejido). Adicionar 200 pL de cloroformo-alcohol isoamilico por
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cada 1 mL de Trizol usado para homogenizar. Agitar en el vortex vigorosamente por 15
segundos e incubar 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar el homogenizado a
12000 rpm por 15 min a 4 °C. Remover la fase incolora (RNA total), colocarla en un tubo
eppendorf y adicionar 0.5 mL de isopropanol por 1 ml de trizol usado en la
homogenizacién (Rendimiento aproximado 600 pL). Mezclar las soluciones y permitir que
el RNA precipite durante 1 dia a -20 °C. Centrifugar a 12000 rpm por 15 min a 4 °C.
Remover el sobrenadante y lavar el pellet de RNA dos veces usando 1mL de etanol frio al
75 %. Vortexear las muestras después de cada adicién de alcohol y centrifugar a 10000
rpm por 7 min a 4 °C (Los viales se mantendran en hielo durante todo el procedimiento).
Secar el RNA por aproximadamente 10 min dentro del hielo y con el tubo eppendorf
abierto. Suspender la muestra en 20 uL de agua DEPC y posteriormente colocarlas en
hielo. Medir el volumen de la muestra y determinar la concentracion de RNA total
mediante el nanodrop. Correr la muestra en un gel de agarosa-formaldehido al 2 % para

verificar la integridad del RNA (Figura 31).
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8.4 PCR

8.4.1 PCR punto final

8.4.1.1 Fundamento

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccidon enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reacciéon
aprovecha la actividad de la enzima DNA polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el DNA en las células. En la reaccidon, si usamos como sustrato DNA

gendmico, entonces se habla de una PCR>*>7 101,

8.4.1.2 Etapas de la PCR
Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: desnaturalizacion,

hibridacién y extensién (Figura 32).

Desnaturalizacién: En esta etapa, las cadenas de DNA son calentadas y separadas a una
temperatura entre 68 y 97 °C durante 20-30 s. La temperatura de desnaturalizacién debe
ser superior a la de fusion (T,,) de la regién de DNA que se desea amplificar. El tiempo
depende de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera
necesario mas tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas
bases esta formado por tres enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de
la velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo al
modelo del equipo. Al final de esta etapa tendremos las cadenas separadas que serviran

. . 101
como templado para el siguiente paso>* >’ 1%,

Hibridacion: En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el complejo
templado-primers, es importante que en el enfriamiento la temperatura este por debajo
de la Tm; generalmente se usan temperaturas entre 37-65 °C. Si el disefio de los primers
es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo
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serd eficiente. La temperatura de fusién o melting (Tm), depende del contenido en pares
de bases C=G o A=T de la cadena de DNA. Mientras los pares de bases C=G sean mas
abundantes que A=T, la temperatura de fusién aumentara debido a que la interaccién en

C=G es mas fuerte que A=T. La temperatura de fusidn se calcula: Tm=4(#G + #C) + 2(#A +

54,57, 101
HT) .

Extension: Etapa de amplificacion en la que la Taq polimerasa actua sobre el complejo
templado-primers y empieza su funcién catalitica a una velocidad muy rapida; agrega
dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de DNA. La extension de las
cadenas es en direccidn de la sintesis del DNA, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura éptima
para la reaccién es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del
ciclo, se habran formado los amplicones con un tamafio dictado por el nimero total de

pares de bases (pb) que debera ser conocido por el investigador® " 1%,

Las tres etapas mencionadas se repiten ciclicamente. El nUmero de ciclos puede variar en

un rango de 20y 40 ciclos.
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Sintesis de LI PO L L L B L
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!
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Repeticion del proceso
(25-35 veces)
Figura 32. Representacidn esquematica de los distintos pasos de una reaccién de PCR®".
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8.4.1.3 Componentes de la reacciéon

Los elementos para realizar una PCR son: el templado o molde (DNA o DNAc), la enzima
(DNA polimerasa), los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucledtidos trifosfatados
(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ién magnesio (Mg®*), una solucién

amortiguadora o buffer y H,0°* %%,

DNA diana: Es el elemento principal en la PCR. La molécula de DNA esta formada por tres
componentes: un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada
(adenina, timina, guanina o citosina) que es complementaria con la base de otra cadena
de tal forma, que el DNA se estructura en una doble hélice. La complementariedad entre
las bases esta dada por puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas, generando
estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica del DNA es negativa y estd dada por los
grupos fosfatos. En la PCR, el templado son las cadenas de DNA que se separan y
funcionan como molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la

secuencia blanco de interés®?,

Primers: son secuencias de oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco
gue se desea amplificar y son complementarios a ésta. Para realizar una PCR se utilizan
dos secuencias diferentes de primers, una denominada forward o sentido y otra reverse o
antisentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con el templado y las
cadenas de DNA puedan ser extendidas por la Tag polimerasa en direccidon 5-3’. Las
caracteristicas que deben tener son: un tamano que oscile entre 15-25 pares de bases, es
recomendable que el par de primers sea de la misma longitud o que no rebase una
diferencia de 3 nucledtidos; la cantidad de G-C no debe ser mas del 55% de la secuencia;
la temperatura de fusion (T.,) calculada para los primers no debe diferir en 5 °C 0 mas,
mientras que la T,, del producto amplificado no debe diferir por mas de 10 °C con los
valores de T,, del par de oligos, asi se asegura que el producto amplificado sera
eficientemente desnaturalizado durante cada ciclo de PCR; la secuencia terminal 3’ de los

primers es crucial, es recomendable que la base en 3’ sea G o C. Si no se respetan estas
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condiciones existe la posibilidad de la formacién de dimeros de primers, es decir, de
productos inespecificos, lo que repercutiria en el rendimiento de la reaccidn, asi como en

la especificidad del producto esperado® %> 11,

DNA polimerasa: se encarga de unir nucleétidos (dNTPs) a la cadena complementaria a
partir del primer, formando una nueva cadena doble de DNA a partir de una cadena
sencilla. Debido a que las etapas de reaccién involucran temperaturas variables, es
requerida una enzima termoestable. La enzima mas usada con frecuencia se llama Taq
polimerasa, que proviene de una bacteria terméfila llamada Thermus aquaticus, la cual
vive en condiciones de temperatura muy altas y por eso su DNA polimerasa es capaz

de soportar ese tipo de temperaturas®” %%,

Desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina): son
nucledtidos sintéticos con los que la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de
DNA. Son factores importantes que contribuyen a la especificidad de la reaccién, por
ello es importante que su concentracién sea la adecuada ya que de lo contrario
pueden afectar la funcién de la Tag polimerasa. Para ser reconocidos por la

. . ~ 2 7,101
polimerasa, deben de ir acompafiados por Mg?* 7 101,

8.4.1.4 Equipo y reactivos
e \Vortex
e Micropipetas diversos volumenes
e Puntas para micropipetas
e Tubos eppendorf
e Microcentrifuga
e Termociclador
e Kit para PCR

e Primer forward
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e Primer reverse

8.4.1.5 Técnica
Las cantidades necesarias para realizar la reaccién dependeran del kit empleado, sin

embargo, aqui se proponen las condiciones siguientes:

Combinar los siguientes reactivos en un tubo eppendorf de 0.5 mL y realizar la reaccion

en hielo como se muestra en la tabla siguiente:

Reactivos Volumen Concentracion final

Agua libre de nucleasas (Para X uL -—--
completar un Vf de 100 L)

Buffer de reaccién 10X 10 uL 1X
50 mM MgCl,* 3uL 1.5 mM
dNTP mix (10 mM) 2 uL 0.2 mM
Mix de Primers (10 uM cada 5 pL 0.5 uM
uno)

DNA (200 ng/ pL) 1puL 200 ng (6 x 10* moleculas)
DNA polimerasa Tfl (5 U/ uL) 0.5 pL 2.5U/ uL

Los viales preparados se agitan perfectamente para homogenizar la solucién y se colocan
dentro del termociclador. Incubar los tubos en un termociclador a 94 °C durante 3 min

para desnaturalizar completamente la plantilla.

Para la amplificacion del DNA realizar 35 ciclos bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién (94 °C durante 45 s), alineamiento (55 °C durante 30 s) y extension (72
°C durante 1 min 30 s), realizar 1 ciclo para una extensién final (72 °C durante 10 min) y
mantener la reaccion a 4 °C. Las muestras se pueden almacenar a -20 °C hasta su uso.
Analizar los productos de amplificacion por electroforesis en gel de agarosa y visualizar

por tincién con bromuro de etidio®.
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Figura 33. Metodologia PCR punto final.

8.4.2 RT-PCR

8.4.2.1 Fundamento
El nombre de RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en inglés) indica una

amplificaciéon proveniente de RNAm el cual se convierte en DNA complementario (DNAc)

mediante la enzima transcriptasa reversa

57,101

8.4.2.2 Equipo y reactivos

Vortex

Micropipetas diversos volimenes
Puntas para micropipetas

Tubos eppendorf

Microcentrifuga
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e Termociclador
e Kit para PCR
e Primer forward

e Primer reverse

8.4.2.3 Técnica
Las cantidades necesarias para realizar la reaccion dependeran del kit empleado, sin

embargo, aqui se proponen las condiciones siguientes:

Combinar los siguientes reactivos en un tubo eppendorf de 0.5 mLy realizar la reaccién

en hielo como se indica en la tabla siguiente:

Reactivos Volumen Concentracion final

Agua libre de nucleasas (Para X uL .
completar un Vf de 50 uL)

AMV / Tfl 5X Buffer de 10 uL 1X
reaccién

dNTP mix (10mM) 1puL 0.2 mM
Primer forward 50 pmol 1uM
Primer reverse 50 pmol 1uM
MgS0O, 25mM 2 uL 1mM

Mezclar mediante pipeteo y agregar los componentes restantes:

Reactivos Volumen Concentracion final
Transcriptasa Reversa AMV 1pul 0.1 U/ pL
(5U/uL)

DNA polimerasa Tfl (5 U/ pL) 1puL 0.1U/pL

Mezclar en vortex suavemente. La reaccion se inicia afiadiendo:

Reactivos Volumen Concentracion final
Templado de RNA Y uL 10°- 10° copias

Para la sintesis de DNAc realizar 1 ciclo a 45 °C por 45 min para la transcripcién reversay 1
ciclo a 94 °C por 2 min para la inactivacion de AMV RT y la desnaturalizacién del DNAc.

Para la amplificacion del DNAc realizar 40 ciclos bajo las siguientes condiciones:
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desnaturalizacién (94 °C por 30 s), alineamiento (60 °C por 1 min) y extensién (68 °C por 2
min), realizar un ciclo para una extensién final (68 °C por 7 min) y mantener la reaccién a

4 °C. Analizar 2.5 pL de los productos de reaccién en un gel de agarosa84.

Preparar las reacciones en Colocar los tubos en el
tubos eppendorf de Mezclar mediante pipeteo termociclador y programar
acuerdo al kit las condiciones

! | !

Analizar los productos de —_— dsid
o3 intesis de la segunda cadena intesi i
reaccion en un gel de i DN & 8 i Sintesis de la primera
e cy suamplificacién
agarosa y p cadena de DNAc
BT s aaaasssssaan LALLLE
————————aaa
-
T
——————————— o
- :Ww
T TTITTTYTITITYr
e —
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-
—
——————
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Figura 34. Metodologia RT-PCR.

8.4.3 PCR en tiempo real

8.4.3.1 Fundamento

El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, sin embargo, la forma en cédmo se
detectan y analizan los productos de la amplificacién es diferente. En la PCR tiempo real la
deteccion de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccidn y es posible
cuantificar la cantidad de DNA en la muestra, sin la necesidad de que el producto
amplificado sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccidon fue exitosa

como sucede en la PCR punto final (Figura 35)™°".
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Figura 35. Curva de amplificacién. En el eje "Y" se muestra la cantidad de fluorescencia y en el eje

"X" los ciclos de la reacciéon. La amplificacion se detecta en cada ciclo de la reaccion, midiendo el

incremento de la fluorescencia que es proporcional al aumento de DNA™.

En este tipo de PCR si se utiliza DNA gendmico entonces se habla de una gPCR
(quantitative PCR), mientras que si primero se obtiene DNAc y luego se realiza la PCR nos

referimos a una RT—qPCRlOl.

La PCR en tiempo real es el método mas sensible para detectar y cuantificar los acidos
nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de templado, el sistema garantiza una
alta sensibilidad, especificidad y eficiencia. A diferencia de la PCR punto final, en la PCR en
tiempo real la cantidad de RNAm que detecta la reaccion puede ser a partir de

concentraciones bajaslol.

8.4.3.2 Componentes de la reaccion

Los componentes que se emplean son los mismos utilizados en la PCR punto final, sin
. N 2+ .

embargo, en este caso generalmente la enzima, los dNTP’s, el Mg”’, el buffer y el sistema

reportero de fluorescencia para detectar los productos amplificados se venden juntos en

una solucién conocida como Master mix, el agua que se utiliza es proporcionada por

separado y también es libre de nucleasas. Los primers deben ser disefiados especialmente

para garantizar una alta especificidad y para que generen amplicones de un tamafio que
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oscile entre 100-150 pb; si éstos son mas grandes, la eficiencia de la reaccion disminuye

considerablemente’®,

8.4.3.3 Métodos para detectar los amplificados

La deteccion de los productos amplificados conforme transcurre la reaccidon es un paso
importante en la PCR en tiempo real y se logra empleando sistemas basados en diferentes
compuestos fluorescentes o fluoréforos que pueden proporcionar una deteccidn de tipo

no especifica o especifica™®.

Los métodos no especificos se basan en el uso de moléculas intercalantes que tienen
afinidad por el DNA de doble cadena y que al ser oxidados generan una seial
fluorescente. La fluorescencia emitida es capturada en la etapa de extensién de cada ciclo
y es proporcional al nimero de copias de DNA de doble cadena obtenidas en cada ciclo de
la PCR, esto permite que las concentraciones de DNA puedan ser cuantificadas. Dentro de
los colorantes fluorescentes, el mas utilizado es el SYBR Green que al unirse al DNA de
doble cadena emite hasta 1000 veces mas fluorescencia que cuando esta libre en solucién
(Figura 36). Este sistema de deteccidn tiene la ventaja de ser mds barato que las sondas
especificas, sin embargo la principal limitacidon de los agentes intercalantes es su baja
especificidad, debido a que se unen de manera indistinta a cualquier molécula de DNA de
doble cadena, ya sean productos generados inespecificamente o dimeros de cebadores.
Para evitar esta situacidn, se debe de realizar una curva melting o curva de disociacion al
final de la reaccidén, cuya funcién es la de evaluar si se formdé un producto uUnico o si hay
presencia de dimeros de primers. Actualmente la mayoria de los softwares de los

. .z s . . . 14,17,1 101
termocicladores ofrecen esta funcién que es facil de aplicar y analizar'® 71824101,
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Figura 36. Método no especifico. Cuando el SYBR Green estd unido al DNA de doble cadena, es

excitado a una longitud de onda de 480 nm, mientras que la longitud de onda de emisién

corresponde a 520 nm**.

Los métodos especificos parten de principios distintos a diferencia de los no especificos y
tienen en comun la sefial de fluorescencia emitida para detectar los productos
amplificados. Estos métodos siguen el principio conocido como FRET (transferencia de
energia de resonancia fluorescente) para generar la sefal que se va a medir en el
termociclador a medida que se obtenga el producto de la PCR; este método consiste en

- . 14
transferir energia desde un donador o reportero fluorescente a un aceptor o quencher="

17,101

Existen dos métodos especificos, éstos son: pruebas basadas en hidrdlisis y por
hibridacién. Los primeros se basan en el uso de oligonucleétidos marcados con un
fluorocromo donador en el extremo 5 que emite fluorescencia al ser excitado y un
aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia liberada por el donador, lo cual
ocurre cuando ambos se encuentran en estrecha unidn y la sonda no ha hibridado a su
secuencia blanco. Durante la amplificacién de DNA diana, la sonda se hibrida con su
cadena complementaria y al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de sintesis,
la Taq polimerasa que tiene actividad 5’-3" exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la

sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador y con ello que la
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fluorescencia emitida por éste sea liberada y capturada por el equipo. Estos métodos son
muy seguros, ya que mientras no haya unién de la sonda a su blanco, no habra
amplificacién y tampoco sefial de fluorescencia; es por eso que la especificidad es muy
alta. Un ejemplo de estos sistemas son las sondas comerciales conocidas como TagMan.
Los métodos por hibridacidon consisten en dos sondas que se unen a secuencias
adyacentes del DNA diana. Una de las sondas lleva una molécula donadora en el extremo
3’ y la otra una molécula aceptora en el extremo 5’. Cuando las sondas estan hibridadas,
los dos fluorocromos estan préximos. Al ser excitada la molécula donadora por la energia
luminosa que el equipo introduce en el sistema transfiere su energia a la molécula
aceptora que, a su vez, emite la fluorescencia que detecta el lector del equipo (Figura 37).
Los métodos especificos son mas costosos que los no especificos, pero son mas eficientes
al garantizar la especificidad de la reaccién, evitando la formaciéon de productos

inespecificos*” 1°%.

> G—©
== DNAODNAc (NN

~=%» Primers 3 5 Hibridacion
—> Cadena —
naciente 5’ l' o o T

(@ sondas Tagman

Taq Polimerasa
Energia de =
emision

Extension

Figura 37. Método especifico mediante la utilizacién de sondas Tagman™®.

8.4.3.4 Equipo y reactivos
e Micropipetas diversos voliumenes
e Puntas para micropipetas
e Placas de reacciones multiples

e Cubiertas de pelicula adhesiva
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e Termociclador en tiempo real
e Kit para qPCR

e DNAdiana

e Primers qPCR

e Agua libre de nucleasas

8.4.3.5 Técnica
Las cantidades necesarias para realizar la reaccién dependeran del kit empleado, sin

embargo, aqui se proponen las condiciones siguientes:

Efectuar la serie de dilucion de DNA en agua libre de nucleasas. Almacenar en hielo hasta
su uso. Afiadir con cuidado 10 pl del templado de DNA (o agua para las reacciones de

control negativo) a los pocillos apropiados de la placa de reaccién.

Descongelar el qPCR ®Master Mix GoTaq a temperatura ambiente. Agitar suavemente
para asegurar que se mezcle adecuadamente. Tener cuidado para evitar la formacién de

espuma o la exposicion prolongada a la luz. Almacenar en hielo hasta su uso.

Preparar la mezcla de reaccién y el control negativo, mediante la combinacién de los

siguientes reactivos:

Reactivos Volumen Concentracion final

GoTaq® gPCR Master Mix, 2X 25ul 1X
Agua libre de nucleasas Completar un Vf de 40 pL --
Primers forward y reverse X uL 0.2uM 0 0.05-0.9uM cada

uno

Agitar suavemente para mezclar evitando la formacién de espuma. Anadir la mezcla
anterior a los pocillos de la placa de reaccién que contienen el templado de DNA. Sellar la

placa de reaccidn, y centrifugar a baja velocidad durante 1 min.
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Programar el termociclador segun las instrucciones del fabricante seleccionando SYBR® o
™FAM como el tinte de deteccién para toda la placa. Realizar 1 ciclo de Activaciéon Hot-
Start (de activacion en caliente) (95°C por 2 min), para la amplificacién del DNA 40 ciclos
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién (95°C por 15 s), alineamiento (60 °C por

1 min) y extensién (60°C por 1 min), realizar un ciclo de disociacién (60-95°C).

Designar que los datos se recogeran durante la etapa de hibridacion de cada ciclo. Colocar

la placa en el instrumento y pulsar "Inicio". Al finalizar analizar los datos®”.

8.5 Inmunohistoquimica

8.5.1 Fundamento

La inmunohistoquimica corresponde a un grupo de técnicas de inmunotincion que
permiten demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o en un corte o
seccidn de tejido utilizando anticuerpos marcados. Estas técnicas se basan en la capacidad
de los anticuerpos de unirse especificamente a los correspondientes antigenos. Esta
reaccidn es visible sélo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que absorbe o
emite luz o bien produce una coloraciéon. Dependiendo del método empleado para
evidenciar los anticuerpos especificos contra los antigenos tisulares pueden realizarse
técnicas inmunofluorescentes cuando los anticuerpos se revelan mediante fluoréforos o
técnicas inmunoenzimaticas cuando los anticuerpos se revelan mediante reacciones

enzimaticas™> &,

Existen dos tipos de métodos inmunohistoquimicos:en el método directo
un anticuerpo primario marcado reacciona directamente con el antigeno en secciones de
tejido. El marcador generalmente resulta en la produccidon de una sustancia colorada o en
un aumento en la cantidad de luz emitida a una longitud de onda determinada si el
antigeno estd presente, en el caso de ausencia de antigeno no hay unidn del anticuerpo
primario marcado y por lo tanto no hay sefial; mientras que en el método indirecto un

anticuerpo especifico sin marcar se une al antigeno presente en el tejido, en una segunda
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fase el tejido se incuba con un anticuerpo marcado que se acopla con el complejo

antigeno-anticuerpo formado previamente en el tejidosg.

Senal
Senal
Anticuerpo
Secundario
Anticuerpo Marcador Marcador
Primario Marcador
Anticuerpo
Antigeno \ Primario
Antigeno
METODO DIRECTO METODO INDIRECTO

Figura 38. Representacion del marcaje de anticuerpos de los métodos directo e indirecto®.

8.5.2 Técnica

El protocolo estandar para el método indirecto es el siguiente: Tras la obtencién del tejido,
éste se fija con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 4 horas, posteriormente se realiza
la crioproteccion del tejido en sacarosa al 30% en PBS 0.1M a 4 °C toda la noche (este paso
solo se realizara en el caso de secciones de criostato), se realizan cortes de 10 a 25 mm de
grosor y finalmente se realiza la inmunoreaccion en donde para eliminar la actividad de las
peroxidasas enddgenas, el tejido se preincuba en una solucién de H,0; al 0.3% en metanol
durante 20 min (este paso no es necesario en el caso de técnicas de
inmunofluorescencia). Se realizan 2 lavados de 10 min con PBS que contiene triton al
0.25% (PBST). Se preincuba el corte durante 30 min con PBST que contiene 1% de BSA
para reducir el marcaje inespecifico. Después se incuba durante una noche a 4 °C con el
anticuerpo primario (los anticuerpos se diluirdan en una solucién de PBS con 0.5% de
BSA). Se realizan 2 lavados de 10 min de los cortes con PBST y se incuban las secciones
durante 1 hora con el anticuerpo secundario (biotinilado, unido a peroxidasa o a

fluorescencia) a temperatura ambiente. Posteriormente se realizan lavados con PBS y se
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incuban los cortes con el complejo avidina-biotina-peroxidasa durante 1 h a temperatura
ambiente, se lava durante 10 min con PBST y después se hace un lavado de 10 min con
buffer Tris-HCI 0.1M a pH 7.2 y se incuban las secciones en una solucién de DAB al 0.05%

en buffer Tris-HCI que contiene 0.025% de H,0, durante 5 a 10 min.
El protocolo estandar para el método directo es el mismo que el indirecto sélo se omiten

los pasos que involucran la incubacién con el anticuerpo secundario hasta los lavados con

P BST79, 106
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9.0 CONCLUSIONES

¢ EI SRAA se encarga principalmente de regular la presion arterial, el tono vascular, la
volemia y la homeostasis hidroelectrolitica, por lo cual regula las funciones
cardiovasculares y renales. Las alteraciones de éste sistema desempefan un papel
importante en la fisiopatologia de varias enfermedades cardiovasculares y renales,
por ejemplo en la remodelacién ventricular del infartado y del hipertenso, asi como

en la remodelacion vascular.

¢ Las enfermedades cardiovasculares entre ellas el infarto al miocardio son unas de las
principales causas de muerte en México y a nivel mundial, esta enfermedad se
define por la muerte celular patolégica debido a la isquemia prolongada. Debido a
gue estas enfermedades se pueden prevenir al cambiar estilos de vida, malos habitos

y conductas de riesgo, es de gran importancia favorecer su prevencion.

¢ EI'SRAA juega un papel clave en la remodelacion estructural y funcional después de
un IM. La Ang Il desempena un papel fundamental en el desarrollo de remodelado
del VI después del IM. Los niveles del RNAm y de proteina de angiotensinégeno, ECA
y los receptores de angiotensina se incrementan en corazones de rata después de un

IM.

¢ La sefalizacion del receptor AT, contribuye a la remodelacién cardiaca después de un
IM por la mediacién de la vasoconstriccién, hipertrofia de los cardiomiocitos, la
proliferacién de fibroblastos y la deposicion de coldgeno intersticial, mientras que el
receptor AT, ejerce un efecto opuesto en el sistema cardiovascular. Hallazgos
experimentales han demostrado que AT, es regulado positivamente en condiciones
patolégicas, como la insuficiencia cardiaca, ademdas desempefia un papel
cardioprotector en el mecanismo de prevencion de desarrollo temprano de la

dilatacion y la insuficiencia del VI después de un IAM.
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¢ La inhibicion de ECA puede reducir la ampliacion progresiva después de un infarto al
miocardio en animales de experimentacién, asi como en los seres humanos. Varios
ensayos han demostrado una disminucién en la mortalidad cardiovascular y una
disminucion de la progresidon de la insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes

tratados con iECA.

¢ Las acciones antiproliferativas de los iECA son consecuencia de la inhibicidn de la
sintesis de Ang Il, del tono simpatico asi como del aumento de los niveles de
quininas, NO y prostaglandinas. El posible efecto beneficioso de los iECA se explica
por sus acciones vasodilatadoras (que reducen la presién y el estrés de la pared
ventricular, y que facilitan la expansién de la zona necrética), antitroficas,

antiisquémicas (disminuyen las demandas miocardicas de O,) y cardioprotectoras.

¢ Los ARA Il al bloquear directamente los efectos de la interaccion de la Ang Il en sus
receptores AT, originan vasodilatacién arterial y venosa e impiden las acciones
cardiacas de Ang Il en el corazén y los vasos sanguineos. Estos farmacos bloquean las
acciones tréficas en el corazén corrigiendo la hipertrofia ventricular y la fibrosis, lo
cual mejora el funcionamiento cardiaco, mientras que en los vasos sanguineos
reducen el grosor de la pared vascular, incrementan la luz del vaso y tienden a

recuperar la funciéon endotelial.

¢ La cuantificacion de proteinas por el método de Bradford es un método sensible,
rapido, estable, simple, barato y pocas sustancias interfieren en su determinacion
gracias a esta técnica es posible conocer la cantidad de proteina presente en la
muestra para asi realizar el Western blot. Esta es una técnica analitica utilizada para
la identificacién de una proteina diana en una mezcla de proteinas complejas gracias

a la especificidad de la interaccion anticuerpo-antigeno y estad formado por tres
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etapas: separacion de las proteinas mediante electroforesis, transferencia e

inmunodeteccion.

La técnica de inmunohistoquimica permite detectar la proteina de interés
visualizandola en el tejido sin embargo no se puede cuantificar a diferencia del

Western blot.

La PCR en tiempo real combinada con los nuevos sistemas automaticos para la
purificacién de acidos nucleicos, ofrece una plataforma ideal para el desarrollo de
una gran variedad de pruebas moleculares. Este es el método mas sensible, rapido y
con menor riesgo de contaminacion para detectar y cuantificar los dcidos nucleicos.
Aun teniendo una cantidad muy pequena de templado, el sistema garantiza una alta
sensibilidad, especificidad y eficiencia. A diferencia de la PCR punto final, en la PCR
en tiempo real la cantidad de RNAm que detecta la reaccién puede ser a partir de
concentraciones bajas, la deteccién de los productos amplificados sucede en cada
ciclo de la reaccidon y es posible cuantificar la cantidad de DNA en la muestra, sin la
necesidad de que el producto amplificado sea manipulado en un gel de agarosa para
conocer si la reaccion fue exitosa, es por esto que la PCR en tiempo real ird

reemplazando a la PCR punto final.
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