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1.0 Introduccién

El infarto agudo de miocardio constituye una de las enfermedades mas frecuentes y
de elevada mortalidad en los servicios de urgencias, representando un gran
problema de salud publica. Actualmente existe un ascenso progresivo de la
mortalidad por Cardiopatia isquémica (Cl) en las mujeres, se estima que la
mortalidad incrementara al 59.8% en el 2025 [41].

El infarto de miocardio (IM) es la necrosis de miocitos secundaria a una obstruccion
completa y sostenida del flujo sanguineo en una de las arterias coronarias. Este
proceso activa diversos mecanismos de regulacion, entre ellos:

1. Sistema renina angiotensina (SRA), en el que la angiotensina Il es el
producto principal y sus efectos biolégicos son mediados a través de la
activacion de diferentes receptores a nivel celular, de los cuales los mas
estudiados son el AT1 y AT2 . Ambos receptores acoplados a proteina G,
comparten aproximadamente el 34% de su secuencia de aminoacidos. Sin
embargo, su funcion es diferente, por un lado AT produce vasoconstriccion,
estimula la proliferacion celular de miocitos e induce la apoptosis celular,
mientras que AT, antagoniza las acciones del receptor AT+

2. Sistema calicreina-cinina, uno de sus mediadores la bradicinina cuyos
receptores son B1 y B2, ambos acoplados a proteina G y comparten el 36%

de su identidad en la secuencia de aminoacidos

El conocimiento de ambos sistemas es de gran importancia, ya que constituye un
avance importante en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, por tal
motivo, el objetivo de esta investigacién fue determinar la expresion del mRNA del
receptor AT1y AT2 de angiotensina y los receptores B1 y B2 de bradicinina asi como,
las enzimas ECA y ECA2, en un curso temporal de infarto al miocardio en ratas
Wistar macho, mediante PCR tiempo real, con el fin de entender los mecanismos

fisiopatolégicos de enfermedades cardiovasculares.
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2.0 MARCO TEORICO

2.1 Infarto de miocardio

2.1.1 Definicion

Desde el punto de vista patoldgico, el infarto de miocardio (IM) es la necrosis de
miocitos secundaria a una obstruccién completa y sostenida del flujo sanguineo en
una de las arterias coronarias.

Sin embargo, en 2012 se presenta la definicion universal de IM, que destaca dos
aspectos fundamentales: la importancia de la troponina en el diagnostico y por otro
define cinco tipos de infarto: 1) Infarto agudo de miocardio (IAM) espontaneo
relacionado a un evento coronario primario; 2) IAM secundario a un aumento de la
demanda de oxigeno por el miocardio o a un déficit de oferta, no relacionados a un
accidente de placa; 3) muerte subita vinculada a isquemia miocardica; 4) IAM en el
contexto de una intervencion coronaria percutanea y 5) IAM en el escenario de una

cirugia de revascularizacién miocardica [39].

2.1.2 Clasificacion

El IM puede clasificarse con base en:

A) Extension.
Infarto transmural, también denominado infarto con onda Q, es cuando la necrosis
abarca todo o casi todo el grosor del musculo cardiaco. Mientras que el infarto
subendocardico o infarto sin onda Q es aquel en el que la necrosis abarca

solamente la pared interna del miocardio

B) Localizacién.
Se afectan los territorios con mayor riesgo de que la irrigacién se haga insuficiente,
de tal manera que el infarto sea casi exclusivo del ventriculo izquierdo que dentro de
éste se ubique de preferencia en el tercio distal en cuanto al espesor, se afecte
preferentemente el territorio subendocardico
El infarto exclusivo del ventriculo derecho es excepcional sin embargo, puede ocurrir
como extension de un infarto del ventriculo izquierdo. Cerca del 50% de los infartos

son anteroseptales, alrededor de un 30% son posteroseptales y aproximadamente
12



un 15% son laterales. El infarto septal puro es raro, lo mismo, el llamado

circunferencial, que compromete todos los territorios del ventriculo izquierdo

C) Tiempo

Infarto agudo o en evolucién (6 horas a 7 dias). Después de una obstrucciéon del
100% del flujo coronario por 15 minutos se inicia la necrosis celular, caracterizada
por coagulacion la cual se establece a las 4 6 6 horas, dependiendo de la presencia
de circulacion colateral, oclusion coronaria intermitente, miocardio preacondicionado
y sensibilidad de miocitos.

Infarto reciente o en cicatrizacion (7 a 28 dias). Se establece por la presencia de
monocitos y fibroblastos, sin leucocitos polimorfonucleares.

Infarto antiguo o cicatrizado (>28 dias). Se identifica por la presencia de tejido

fibroso sin infiltracion celular [15]

2.1.3 Fisiopatologia del infarto

El infarto al miocardio tiene su base fisiolégica en la fragmentacion de un trombo
inicial de gran tamanio, lo que conlleva a una obstruccion total y sostenida de las
arterias coronarias, finalizando en la muerte de miocitos. La onda de muerte celular

comienza en el subendocardio y progresa hacia el subpericardio.

La necrosis aguda miocardica después del infarto conlleva a una pérdida abrupta de
tejido, lo que produce un incremento en la sobrecarga ventricular, con lo cual

comienza el proceso de remodelacion [2].

e Remodelacion temprana

La remodelacién temprana ocurre en las primeras 72 horas y es producto de la
degradacion de colagena entre los miocitos por proteasas séricas y de la activacion
de metaloproteasas liberadas por los neutréfilos. Ocurre dentro de las primeras
horas después del infarto, produce adelgazamiento y dilatacion ventricular, lo cual

causa elevacion del estrés parietal sistélico y diastdlico.
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La expansion del infarto se caracteriza por la alteracion en la topografia ventricular,
consecuencia del adelgazamiento y dilatacion del segmento infartado, lo cual
incrementa el area de superficie ventricular del miocardio necrético, ademas la
expansion del infarto causa deformacién de los bordes infartados y del miocardio
cercano, lo cual altera la relacion Frank-Starling con lo que disminuye el
acortamiento.

Estas alteraciones hemodinamicas se caracterizan por caida del gasto cardiaco,
disminucién de la presidon arterial sistémica, que activan el sistema adrenérgico,
estimulan la produccién de catecolaminas en la meédula suprarrenal y las
terminaciones simpaticas activando de manera directa el sistema renina-
angiotensina-aldosterona, asi como, la produccién de péptidos natriuréticos

auricular y cerebral [2].

e Remodelacion tardia

Ocurre posterior a las 72 horas, comprende la hipertrofia ventricular y las
alteraciones en la arquitectura ventricular para distribuir el incremento del estrés
parietal hasta que la matriz extracelular forme la cicatriz de colagena para estabilizar
las fuerza y prevenir deformaciones futuras. Este proceso se inicia después de los

primeros tres dias del infarto y puede durar hasta meses [2].

2.1.3.1 Regulacién de la contractilidad

Cuando la funcién de bomba del corazén se haya deprimida se ponen en marcha
una serie de mecanismos compensadores para tratar de mantener el gasto cardiaco
y asegurar el riego de los 6rganos jerarquicamente superiores, la vasoconstriccion
mediada por el sistema nervioso simpatico desempefa una funciéon importante.

A) Ley de Frank-Starling establece que cuando mas se estira el musculo mayor
sera la fuerza contractil esto permite igualar la eyeccion de los ventriculos
derecho e izquierdo y mantener el mismo volumen de sangre fluyendo en
ambas circulaciones: la sistémica y la pulmonar. Si el lado izquierdo del
corazdén bombea mas sangre que el lado derecho, el volumen de sangre que
retorna al ventriculo derecho (retorno venoso) aumenta. El incremento del

volumen final de diastole causa una contraccion del ventriculo derecho mas
14



intensa en el latido siguiente, retornando nuevamente al equilibrio ambos

ventriculos

La frecuencia cardiaca: cuando aumenta se incrementa la fuerza contractil,
mientras que la disminucion produce efecto inverso, es el llamado Fenémeno
de la Escalera. Probablemente se deba a una mayor entrada de Na* y Ca?*
en las células que al rebasar la capacidad de la bomba Na+-K+ATPasa,
incentivan el intercambio reverso Na*/Ca?* provocando mayor cantidad de
Ca?* intracelular y mayor contractilidad

Los agentes inotrépicos positivos son los que promueven la entrada de Ca?*
a la fibra muscular cardiaca durante los potenciales de accién, lo cual
aumenta la fuerza en la proxima contraccion. Por lo tanto, para una precarga
constante, el volumen sistdlico aumenta cuando una sustancia inotropica

positiva esta presente [10]

C) Propiedades intrinsecas del musculo cardiaco, que ademas esta bajo control

neurohumoral (incluyendo SNS, Ang Il y endotelina).

La primera respuesta a la caida de la tension arterial es la activacion del

sistema nervioso simpatico, que produce un aumento de las catecolaminas
circulantes (fundamentalmente de la noradrenalina, que aumenta la
contractilidad, la frecuencia cardiaca y la vasoconstriccion), disminuyendo sin
embargo los depdsitos intramiocardicos de las mismas y los receptores
betaadrenérgicos, lo que origina menor respuesta a las catecolaminas

exogenas.

Por tanto, la activacion cronica del SNS probablemente por exposicion

excesiva y continuada a cantidades crecientes de noradrenalina agota las
reservas miocardicas de la misma y da lugar a una regulacion a la baja de la
densidad de los receptores beta, con disminucion de la respuesta cardiaca al
sistema adrenérgico y a los agonistas exdégenos que tienen efecto inotrépico y
lusitrépico. [10]

Posteriormente actua el sistema renina-angiotensina-aldosterona, debido a

que se produce un aumento de renina por:
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-La actividad del sistema nervioso simpatico que incrementa su
produccion por la accion de las catecolaminas.
-Menor perfusién renal.

-La disminucién del sodio sérico (por la restriccion y los diuréticos)

2.1.4 Epidemiologia
2.1.4.1 Prevalencia en México

La cardiopatia coronaria en el pais es la patologia cardiovascular dominante, siendo
la principal causa de la muerte en los ancianos y segundo en la poblacion general.
En 2011, la enfermedad isquémica del corazdn fue responsable de 71,072 muertes,
lo que representa aproximadamente el 11% de todas las muertes en el registro de
México [17].

De acuerdo con informacién de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE) en México la mortalidad por enfermedades cardiovasculares
(ECV) es de 292 por 100 000 habitantes, aun menor que el promedio de la OCDE
de 299 (Figura 1), lo que sugiere que las ECV ha disminuido mas lentamente que

en muchos paises de la OCDE [47].

Figura 1. Tasas de mortalidad por enfermedades México y los paises de la OCDE
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Del mismo modo, OCDE reporta que la tasa de mortalidad dentro de los 30 dias
siguientes a la hospitalizacion por IAM es la mas alta, de 27.2%, mas de tres veces
mayor que el promedio de la OCDE (7.9%). Las tasas reportadas de mortalidad por
casos de infarto isquémico se han deteriorado en afios recientes y, si bien se han
logrado algunos avances en el IAM y el infarto hemorragico, la mejora es mas lenta

que en muchos paises de la OCDE [47].

La incidencia y prevalencia de IM, incrementa con la edad, especialmente después
de los 45 afios. La mujer que debuta con infarto agudo como presentacién inicial
generalmente es mayor que el hombre entre 6 a 10 aios y tiene mayor comorbilidad
(Diabetes, Hipertensién, Hipercolesterolemia e insuficiencia Cardiaca). La edad
promedio para la ocurrencia del primer infarto es de 70.4 afios [33]. Los datos
combinados de mortalidad y morbilidad, general y hospitalaria, indican que la

letalidad hospitalaria llega a ser de 25% por IAM [7].

Se estimaba que la Cardiopatia isquémica afectaba a la poblacién con relacion 3:1
hombre-mujer. Sin embargo, actualmente existe un ascenso progresivo de la
mortalidad en las mujeres, con una tasa de mortalidad de 43.1% en el 2006, se
estima incrementara al 59.8% en el 2025. Por lo tanto constituye la principal causa
de defuncién en las mujeres, aun por arriba de la cifra que ocupan todos los tipos de
cancer juntos; representa, en consecuencia, un gran problema de salud publica [41].
La edad avanzada y el cumulo de factores de riesgo, explica las tasas de fatalidad
por IAM en la mujer (32% vs 27% en hombres) [33].

2.1.4.2 Prevalencia en el mundo

Las enfermedades cardiovasculares han incrementado progresivamente su
presencia en el mundo, de tal modo que han llegado a ser la primera causa de
mortalidad entre los paises de altos ingresos y los de medianos y bajos ingresos de
acuerdo a los ultimos datos de la Organizacion Mundial de la Salud. Segun las
estimaciones de la OMS, mas de 17.5 millones de personas murieron en 2012 de
infarto de miocardio o de accidente vascular cerebral (AVC) y prevé que en el 2020,
la enfermedad isquémica del corazon (EIC) sera responsable de 11,1 millones de
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muertes, por lo que su prevencién constituye un reto para las autoridades sanitarias

de todos los paises del mundo.

Recientemente, la oficina de estadistica oficial de la American Heart Association ha
estimado que aproximadamente 15,4 millones de personas mayores de 20 afos en
Estados Unidos padecen cardiopatia isquémica, ello corresponde a una prevalencia
total de ECV entre los mayores de 20 afios del 6,4% (el 7,9% de los varones y el
5,1% de las mujeres). En lo que se refiere al infarto de miocardio, la tasa de
prevalencia se estima en el 2,9% (el 4,2% de los varones y el 2,1% de las mujeres)
[14.]

Aunque la prevalencia de ECV se incrementa con la edad tanto en varones como en
mujeres, un estudio estadounidense, también basado en encuestas, mostro cierta
variacion en las ultimas décadas en la relacién de prevalencias varones:mujeres de
mediana edad (35-54 anos). Asi, aunque la prevalencia fue mas alta en los varones
que en las mujeres tanto en 1994-1998 como en 1999-2004, en este periodo se
observo una tendencia a una disminucion de prevalencia entre los varones y un
incremento entre las mujeres (2,5 frente a 0,7 en 1998-1994 y 2,2 frente a 1,0 en
1999-2004) [14].

2.2 Sistema Renina Angiotensina (SRA)

El SRA es una cascada proteolitica conectada a un sistema de transduccién de
sefales, en el que la Ang Il es el producto principal y sus efectos biolégicos son
mediados a través de la activacion de diferentes receptores a nivel celular, de los
cuales los mas estudiados son el AT1y ATz

El SRA es un sistema que en condiciones fisiolégicas, interviene en la regulaciéon
de la presion arterial y la homeostasis de liquidos corporales, este sistema tiene
diversas acciones en el sistema cardiovascular, incluyendo un potente efecto
vasoconstrictor, sintesis y secrecion de aldosterona en las glandulas suprarrenales
con lo que aumenta la reabsorcion tubular de sodio, el volumen plasmatico

circulante efectivo y por ende la presion arterial.

Este sistema comienza con la renina que es una aspartil proteasa, sintetizada y

almacenada en el aparato yuxtaglomerular, que cataliza de manera especifica la
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liberacién hidrolitica del decapéptido Ang | a partir del angiotensinbgeno de 452
aminoacidos, sintetizado principalmente en el higado. Posteriormente, la Ang | es

convertida al octapéptido Ang Il por la ECA [34].

Rradicinina

Figura 2. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona [34].
Los componentes principales que forman este sistema son: la renina, el
angiotensindgeno, la enzima convertidora de angiotensina (ECA), la Ang Il y los

receptores de siete dominios transmembranales AT1y AT2.

2.2.1 Renina

Es una proteasa aspartica sintetizada como un zimdgeno inactivo en las células
granulares del aparato yuxtaglomerular renal a partir de un precursor, la prorrenina.
Actua sobre el enlace existente entre Leu y Val de su sustrato, el angiotensinégeno

y lo transforma en el decapéptido denominado Ang | [10].

El rindn es la fuente de sintesis mas importante de renina, aunque otros tejidos
tienen esa capacidad, entre los que se incluyen las glandulas salivales, paredes

vasculares, tracto genital, glandulas suprarrenales, tejido tumoral y cerebro.
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Sintetizada como prezimdégeno (pre-prorrenina) en células yuxtaglomerulares
renales. El producto primario de la traduccion del mRNA (pre-prorrenina) contiene
un péptido sefal, que es eliminado rapidamente en el reticulo endoplasmico, dando
lugar al zimoégeno (prorrenina), este, puede ser empaquetado en granulos de
almacenamiento donde se lleva a cabo la maduracion postraduccional, que incluye
la activacion de la pro-renina a renina mediante rotura proteolitica y glicosilacion,
procesos todavia poco conocidos. La renina, es posteriormente eliminada de los
granulos secretorios o transportada a través de la membrana hacia la sangre.

La renina circulante puede ser captada por la pared vascular, donde es capaz de
actuar localmente sobre el angiotensindgeno para producir angiotensina, ya que las
células del endotelio vascular no solo muestran un sistema enzimatico de
membrana capaz de activar la renina circulante inactiva, sino que también, las
células vasculares son capaces de sintetizar renina parietal vascular que puede
mostrar importantes funciones fisioldgicas. Posteriormente se observd que no solo
sintetizan la forma activa, sino también la inactiva y dado que las células contenian
tanto angiotensinégeno como Ang | es probable que la Ang Il sea generada por
completo a nivel intercelular, esta via, es la constitutiva para la secrecién de

prorrenina o renina inactiva [25].

2.2.2 Angiotensin6geno

El angiotensindgeno es una a — 2 — globulina con 452 aminoacidos que da origen a
todas las angiotensinas. Esta proteina se forma como preangioténsindégeno y pierde
el péptido sefal cuando la célula lo secreta como angiotensindgeno. El
angiotensinbgeno se presenta en el plasma en dos formas, una molécula
predominante mas pequefia (52 a 60 kD) y una molécula mas grande (450 a 500
kD).

El higado es el érgano donde se produce la sintesis primaria de angiotensindgeno,
pero este no se almacena, sino que se secreta en forma directa después de su
produccion. EI mRNA del angiotensindgeno se distribuye en forma amplia en
diversos tejidos regulados por los sistemas locales de renina angiotensina, por
ejemplo el sistema nervioso central, el rifidn, la glandula suprarrenal, el corazén y
los leucocitos. Varias hormonas estimulan la sintesis de angiotensindogeno en el

higado, como los estrégenos y los glucocorticoides. Los estimulos estresantes como
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la infeccion y la lesion tisular también aumentan las concentraciones plasmaticas de
angiotensindgeno. Ademas existe un control por retroalimentacion a través del SRA,
dado que Ang Il aumenta las concentraciones plasmaticas de angiotensinégeno y la

renina los disminuye [43].

2.2.3 Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

La ECA es una enzima glucoprotéica de cadena unica que contiene zinc. También
se le denomina cinasa Il y es una dipeptidilcoboxipeptidasa que separa dos
aminoacidos del extremo carboxiterminal de la Ang |, para formar Ang Il y de
manera simultanea participa en el sistema calicreina-cinina a través de la
desactivacion de la bradicinina [43].

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

1. ECA somatica: es una glucoproteina de 170 KDa que se encuentra en varios
tejidos (vasos sanguineos, riflones, corazdn y cerebro principalmente). Es
una ectoenzima bilobulada unida a la membrana celular y que tiene una
region hemodimérica extracelular, la cual a su vez tiene 2 dominios
homadlogos con un sitio catalitico activo cada uno (Sitio activo N-terminal y
sitio activo C terminal), 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 y el principal responsable de la conversion de la
Ang la Angll.

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 solo tiene un amino terminal en la region extracelular y
por lo tanto tiene un sitio cataliticamente activo.

3. ECA plasmatica o soluble: se piensa que ésta deriva de la segmentacion
proteolitica de la regién C-terminal de la ECA somatica desde la membrana
celular y carece del dominio transmembrana en la porcién intracelular; por lo
tanto, la ECA soluble corresponde a la region extracelular de la ECA

somatica y contiene 2 sitios activos [34].
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Algunos lechos endoteliales como los del corazén y el rifdn pueden expresar una
enzima convertidora (ECA2), la cual tiene un 40% de homologia en la secuencia
de aminoacidos con ECA, pero diferente especificidad de sustrato [8]. Hoy en dia
se sabe que la ECA2 se expresa predominantemente en testiculo, riidn y corazén,
en ceélulas de musculo liso de vasos intra miocardicos y en cardiomiocitos.

ECAZ2 es un regulador negativo del SRA, cataliza la conversidon de angiotensina | a
Ang (1-9), que a su vez, se puede convertir en Ang (1-7) por ECA. ECA2 también

hidroliza directamente Ang Il de la Ang (1-7) con alta afinidad catalitica [35].

Estudios recientes han mostrado evidencia de que la sobreexpresion de la ECA2 a
nivel del miocardio se asocia a prevencion de la hipertrofia y fibrosis hipertensiva
inducida por Ang Il, disminucién en la produccién de colageno Il y lll inducido por
hipoxia en cultivo primario de fibroblastos y proteccion de la funcién cardiaca y

endotelial en isquemia coronaria permanente [32].

2.2.4 Angiotensina ll

Es un octapéptido sintetizado a partir de angiotensina | mediante la ECA via
cascada renina-angiotensina-aldosterona aunque esta potente neurohormona puede
ser producida localmente, via paracrina y autocrina, en los tejidos [25].

Existen dos vias alternativas que pueden suceder en algunos tejidos como el
cardiaco, el renal y el nervioso, ya que se han encontrado los componentes para
generar Ang Il (angiotensindgeno, renina, ECA): la via de la quimasa,
carboxipeptidasa, catepsina G, (teniendo como sustrato la angiotensina |) y a través
de la via de catepsina, tonina y activador del plasmindgeno (teniendo como sustrato
el angiotensindgeno). A este sistema de generacion tisular de Ang Il se le conoce
como Sistema Local Generador de Angiotensina Il (SLGAII). El estimulo de estas
vias alternativas puede ser consecuencia de dilataciones, sobrecargas vy

turbulencias a nivel vascular [29].

Ang |l activa varias funciones de las células y las vias de sefalizacién moleculares
relacionados con dano tisular, inflamacion y fibrosis, incluyendo la movilizacion del
calcio, la generacion de radicales libres, la activacién de las proteinas quinasas y

factores de transcripcion nucleares, reclutamiento de células inflamatorias, la
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adhesion de monocitos y neutréfilos a células endoteliales y mesenquimales,
regulacion de las moléculas de adhesion y la estimulacion de la expresion, la
sintesis y liberacion de citocinas y quimiocinas [36].

La degradacién de la Ang Il por aminopeptidasas lleva a la formacion de la

angiotensina lll y angiotensina IV cuya actividad bioldgica es poco conocida.

2.3 Receptores de Angiotensinalll

Los efectos bioldgicos de la Ang Il tanto a nivel circulatorio (SRA) como a nivel de
los tejidos (SLGAII), son mediadas por dos subtipos principales de receptores: el
receptor AT1 y el receptor AT2. Ambos receptores pertenecen a la familia de
receptores con siete dominios transmembranales y comparten aproximadamente el
34% de su secuencia de aminoacidos, de tal manera que se une a ambos con
similar afinidad [18]. Sin embargo, la accién funcional dependera por lo tanto de qué

receptor se encuentre con mas expresion en el organismo

Sitio AT: AT2

Arterias e Vasoconstriccion e Vasodilatacion
e Hipertrofia e Promueve la apoptosis del
e Induce apoptosis musculo liso vascular
e Angiogeénesis e Produccion de ON por

estimulacién de la ENOs
e Disminuye la expresion de los
receptores AT

Corazon e Contractilidad e Antihipertrofia
e Hipertrofia (proliferacion de e Disminuye la apoptosis de
miocitos y colagena) miocitos
¢ Induce apoptosis e Disminuye la expresion de los

receptores AT

Tabla 1. Efectos de estimulacion de los receptores de Ang Il [34].

2.3.1 Receptor ATz

Es un péptido que contiene 360 aminoacidos con 7 dominios transmembranales
(Imagen 2 B) y una masa molecular de 41 KDa [29]. Perteneciente a la familia de

receptores acoplados a proteina G, se caracteriza por acoplarse a proteinas Gag/11,
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aunque también se puede acoplar a Gain, Ga12/13 debido a un fenémeno conocido

como selectividad funcional o de sefalizacién sesgada [6].

Figura 3. Modelo del receptor AT1[31].

Recientemente se propone un nuevo modelo en el cual Ang Il se une a AT+
mediante tres aminoacidos: 111 (consenso 325) que interactua con Tyr (4) de Ang
II, 199 y 256 (consenso 512 y 621) que interactuan Phe (8) de Ang Il [31]. Dichos
aminoacidos implicados en la activacion de AT1 se observan de color magenta y

azul en la imagen 2A.

En los humanos, el receptor AT1 es codificado por un solo gen ubicado en el
cromosoma 3g21-25, mientras que en los ratones se conocen 2 genes localizados
en los cromosomas 17 y 2 que dan origen a dos formas del receptor AT 1 conocidas
como: receptor AT1a que se localiza a nivel vascular y el receptor AT1, a nivel de la
suprarrenal, respectivamente, con mas de 95% de similitud en su secuencia de

aminoacidos.

Se localiza primariamente en las glandulas suprarrenales, musculo liso vascular,
rindn, corazon, higado y utero. En el cerebro se localiza en areas especificas
implicadas con la accion de la Ang I, la liberacion de vasopresina y el control
neurogénico de la presién arterial como son las regiones circunventriculares, el
hipotdlamo, el nucleo supraquiasmatico y el nucleo del conducto solitario. Sin
embargo, encontramos que las proporciones AT+ - ATz son diferentes. Asi en higado
y rinidn el 90% son AT1, el corazén contiene similares cantidades de ambos tipos,
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mientras que en la médula adrenal hay un descenso proporcional del subtipo AT+
[25].

2.3.1.1 Funcion

Una vez estimulado el receptor AT+ por la Ang Il, se inician varias vias de
sefalizacion que conllevan a una serie de efectos sistémicos, actuando de dos
formas: 1) como hormona circulante: produciendo vasoconstriccion, estimulacion de
la sintesis de aldosterona y vasopresina y por otro lado, 2) un efecto autocrino y
paracrino: estimulando la proliferacion celular de miocitos y de musculo liso

vascular, formacién de colageno e induciendo la apoptosis celular.

A) Vasoconstriccion.

El receptor AT+ se acopla a proteinas Gag/11, que es un complejo proteico compuesto
por 3 subunidades: a, B yy. Cuando Ang Il se une a AT1, se modifica la afinidad de
la subunidad a por GTP. Al intercambiar GDP por GTP, la subunidad a se activa, se
desensambla tanto de AT+ como del complejo By y viaja por la membrana hasta
activar fosfolipasa C, la cual hidroliza a fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) y genera:
inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) que migra al reticulo sarcoplasmatico y abre canales
de calcio, y diacilglicerol (DAG) que permanece en la membrana y activa a la
proteina cinasa C (PKC) vy calmodulina que catalizan la fosforilacion de proteinas
como fosfolambana que participan en la contraccion de muasculo liso. La fosforilaciéon
de la y sarcolipin regulan la actividad de bomba de la SERCA2a, la cual
desempenfia un rol central en el control de la contractilidad regulando la cantidad de
Ca?* en el reticulo sarcoplasmatico y en citosol, y de esta forma la contraccién y la
relajacion miocardicas. El 70-80% del Ca?* es retirado por la SERCA2a, mientras
que el resto es enviado al espacio extracelular principalmente por el intercambiador

Na*/Ca?* y accesoriamente por sistemas lentos de transporte de Ca?* [10].
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Figura 4. Estructuras celulares involucradas en el mecanismo excitacion-
contraccion de los miocitos cardiacos [40].

La union de Ang Il a AT+ también permite activar fosfolipasa A, la cual fosforila los
RyR2 para su apertura. Estos son receptores ryanodinicos que se encuentran en el
reticulo endoplasmatico y permiten la entrada de Ca?* a través de los canales L.

El Ca?* que ha penetrado en el citosol se une a la troponina C activandose y
alterando su forma, esto resulta a su vez en un desplazamiento de la tropomiosina,
dejando expuestos los sitios activos de la actina para que la cabeza de miosina se
una formando el complejo actomiosina. Una vez formado dicho complejo, el ADP y
el Pi se liberan con rapidez de la cabeza de la miosina, se produce un cambio
conformacional de la propia cabeza de miosina y ésta se dobla formando un angulo
de 45° con la actina. Después del desplazamiento, la unién entre las dos moléculas
es fuerte y ambos filamentos permanecen unidos. Para su separaciéon se ha de
producir la incorporacion de ATP a la cabeza de la miosina y la hidrdlisis del ATP.
La energia liberada por la hidrdlisis rapida del ATP lleva a la cabeza de la miosina a

Su posicion original.
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Figura 5. Mecanismo de contraccion muscular.

B) Apoptosis celular

La estimulacion del receptor AT+ induce la muerte celular al inhibir la regulacion
transcripcional de la proteina antiapoptética Bcel-2 a través de dos vias: 1) aumenta
la regulacién de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK) ocasionando una
inactivacion extracelular de las sefiales reguladoras, 2) mediante la elevacion de la
sintesis de radicales libres de oxigeno por la actividad de la oxidasa de
NADH/NADPH.

C) Induce y activa la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y ésta a su vez cataliza la formacion
de prostaglandinas y de tromboxano AZ2. En situaciones de hipoxia tisular la
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estimulacién del AT1 induce ademas la activacion del factor-1 inducido por hipoxia,
el cual aumenta la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

fomentando asi la angiogénesis y la remodelacién vascular.

2.3.2 Receptor AT2

El AT2 al igual que el AT+ cuenta con 7 dominios transmembranales y una masa
molecular de 41 KDa [29]. Los aminoacidos implicados en su activacién son los
mismos de AT1: 325 que interactua con Tyr (4) de Ang Il, 512 y 621 que interactuan

Phe (8) de Ang Il [31], como se observa en la imagen 6.

Figura 6. Modelo del receptor AT2 [31].

El gen que codifica al receptor AT2 se encuentra en el cromosoma X, tanto en
humanos como en ratones y se compone de 3 exones y la secuencia codificadora
se encuentra en el tercer exon.

Se expresa de manera predominante durante la etapa fetal, y ésta disminuye con la
edad. Sin embargo, permanece expresado en niveles bajos en varios tejidos, por
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ejemplo: la aorta y arterias coronarias y con una densidad mucho menor en la
médula suprarrenal. Cabe mencionar que en la etapa adulta los niveles de
expresion de este receptor incrementan bajo condiciones de estrés o de dafio

tisular.

2.3.2.1 Funcion

El receptor AT2 se acopla a proteinas G inhibidoras: Gaiz Gais 10 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 AT1-Gag,
siendo éste un mecanismo por la cual el receptor ATz, antagoniza las acciones del
receptor AT1. [29]. Recientemente se ha postulado que ceramida la cual se asocia a
la activacion de fosfatasa podria ser el segundo mensajero del receptor AT2 los
efectos mas visibles de la estimulacion del receptor AT2 son vasodilatacion,
antiproliferacion y disminuye la apoptosis de miocitos (Tabla 1), mediante al menos
tres diferentes vias de sefalizacion: el / GMPc 6xido nitrico, fosfatasas de proteinas,

la fosfolipasa A2.

a) Vasodilatacion

Al estimularse el AT2 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 elevacion de iones H* en el interior de la célula (aumenta el pH),
lo cual activa los cininégenos, 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 6xido nitrico (ON), de esta forma se fomenta la relajacién vascular
al estimular a guanosin monofosfato ciclico (GMPc) [34].

b) Regulacion de apoptosis

Una de las mayores funciones del receptor AT2 es la supresién del crecimiento, ya
que provoca activacion de la fosfatasa (PP2A), fosfatasa de tirosina (SHP-1),

fosfatasa MAP kinasa 1, la proteina (MKP-1) e inactivar quinasa regulada por
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sefales extracelular (ERK), dando como resultado la defosforilacion de la Bcl-2 y la
regulacion positiva de los efectos de la proteina pro-apoptética Bax [26].

Ademas se ha reportado que la homo-oligomerizacion de los receptores AT2 induce
la apoptosis, sin embargo los efectos de la estimulacion de estos receptores no se

conocen completamente.

2.4 Sistema Calicreina-Cininas

El SCC es un sistema de proteinas sanguineas de importancia en las inflamaciones,
el control de la presién sanguinea, la coagulacion y el dolor. Sus importantes
mediadores, la bradicinina y la calidina son vasodilatadores y actuan sobre muchos
tipos de células. Esta conformado por moléculas peptidicas generadas a partir de
proteinas plasmaticas denominadas cininébgenos mediante la participacién de serin-
proteasas especificas denominadas calicreinas. La cascada inicia por la activaciéon
del Factor XIlI de la via intrinseca de la coagulacion mediante su contacto con
superficies moleculares cargadas negativamente como colageno, lipopolisacarido
bacteriano, productos plaquetarios entre otros. El Factor Xll activado convierte a la
precalicreina en una forma proteolitica activa, la enzima calicreina. Esta enzima
fragmenta una glucoproteina plasmatica, el cininégeno de elevado peso molecular
produciendo bradicinina. El cinindgeno de bajo peso molecular es fragmentado por

la calicreina tisular produciendo calidina [20].
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Figura 7. Sistema Calicreina-Cininas [20].

2.4.1 Cininégenos

El cinindbgeno de elevado peso molecular (CEPM) y el cininbgeno de bajo peso
molecular (CBPM) son precursores de los polipéptidos. Presentan actividad en si

mismos.

a) ElI CEPM es un producto del higado, actua principalmente como cofactor de
la coagulacién y la inflamacion
b) EI CBPM se produce de forma local en numerosos tejidos y se secreta junto

con la calicreina tisular [20]
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2.4.2 Calicreinas

Las calicreinas son glucoproteinas pertenecientes a la familia de las serin-proteasas

se clasifican de acuerdo a su origen plasmatico o tisular.

a) La calicreina tisular es una glucoproteina de 29 KD que esta presente en el
rinon, el pancreas, las glandulas salivales, cerebro, tejido cardiovascular,
musculo esquelético y leucocitos, actua sobre el cinindbgeno de bajo peso
molecular generando el decapétido calidina.

b) La calicreina plasmatica de 36 KD genera el nonapéptido bradicinina [20].

2.4.3 Cininas

Las cininas son polipéptidos activos que se liberan en los tejidos y fluidos biolégicos
como resultado de la accion enzimatica de las calicreinas sobre los cininbgenos.
Los principales miembros de esta familia son la bradicinina y la calidina y sus
efectos fisioldgicos son mediados por los receptores B1y B2 [16].

a) Bradicinina: Es un péptido fisiolégico y farmacolégicamente activo que
esta formado por nueve aminoacidos, la secuencia de aminoacidos es
la siguiente: arg-pro-pro-gly-phe-ser-pro-phe-arg. La bradicinina causa
vasodilatacion por medio de la secrecidon de prostaciclinas, oxido
nitrico y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio. Se produce
por desdoblamiento proteolitico de su precursor, el CEPM

b) Calidina: La calidina o lisilbradicinina es un decapéptido, de estructura
similar a la bradicinina con un residuo extra del aminoacido lisina. Sus

efectos son analogos a los de las otras cininas [16].

Las cininas son vasodilatadoras con una potencia 10 veces superior a la histamina.
La vasodilatacion arteriolar es mediada por receptores B2 en la circulacion muscular
esquelética, renal cutanea, esplénica coronaria y cerebral. Sin embargo en las
grandes arterias de conduccion y en las grandes venas las cininas producen
contraccion mediada por receptores B1, ademas presentan grandes semejanzas de
actuacién con los factores angiogénicos como el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), ya que son capaces de incrementar la permeabilidad

microvascular, inducir vasodilataciéon y estimular la liberacion de o6xido nitrico y
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prostanoides. Las cininas desempefan un papel muy importante en la inflamacion,
existen numerosos datos experimentales que sefialan la sobreexpresion de
receptores B1 como un factor determinante en la respuesta inflamatoria. La
bradicinina es uno de los pocos mediadores de la inflamacién que estimula
directamente las terminaciones sensoriales a través de receptores B2 en procesos
inflamatorios de tipo agudo, sin embargo en procesos inflamatorios de tipo crénico la

participacion de receptores B+ tiene mas trascendencia [20].

Las cininas tienen una semivida muy corta (15-30 segundos) debido a la eficiencia
del sistema degradativo de las cininasas, existen dos tipos de cininasas. Las
cininasas de tipo | son la carbopeptidasa N (CPN) y la carbopeptidasa M (CPM),
ambas enzimas retiran la arginina terminal de las moléculas de cininas originando
los derivados des-Arg9 Bradicinina y des-Arg10 Calidina, los cuales son agonistas
de los receptores B1. Las cininasas de tipo Il comprenden la endopeptidasa neutra
(EPN) y la ECA que liberan el dipéptido carboxi-terminal Phe-Arg de la bradicinina o
la calidina, mientras que la ECA hidroliza el dipéptido Ser-Pro del residuo terminal

anterior [20].

2.5 Receptores de cininas

Se conocen dos receptores diferentes de cininas que han sido llamados B1 y Bo,
ambos tipos de receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteina G y poseen 7 dominios transmembrana y comparten el 36% de su
identidad en la secuencia de aminoacidos

El receptor B2 liga selectivamente bradicinina y calidina, es constitutivo de casi todos
los tejidos normales. El receptor B1 normalmente se expresa en pocos tipos de

células, liga de modo selectivo a los metabolitos des-Arg de bradicinina y calidina.
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Figura 8. Representacién de la secuencia de aminoacidos de los receptores B1 y B2

en humano [19].

2.5.1 Receptor B1

El receptor B1 normalmente se expresa en pocos tipos de ceélulas pero en
condiciones tales como isquemia, lesion tisular o exposicion a citocinas inflamatorias
y factores de crecimiento a través de la activacion del factor de transcripcion nuclear
NF-kB rapidamente se induce su expresion, este receptor liga de modo selectivo a
los metabolitos des-Arg de bradicinina y calidina. Esta constituido por 353
aminoacidos y el gen que lo codifica en los humanos es BDKRB1 que se localiza en
el cromosoma 14.

Los receptores B1 se acoplan a través de proteina Gq y Gi para activar gran parte de
las mismas vias de sefalizacion que el receptor B2, tras su estimulacion activa la
PLC que conduce a un incremento del metabolismo y recambio de los
fosfoinositidos. Los productos resultantes de la hidrélisis de estos sustratos de

membrana son el IP3 que incrementa la concentracion de calcio intracelular y DAG
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que activa la proteincinasa C. Por otra parte la estimulacion de la PLA2 de tipo
citosolico incrementa la liberacidon de acido araquidénico, sustrato de una gran
variedad de mediadores inflamatorios. Sin embargo, el receptor B1 estimula la
produccion de oxido nitrico al activar la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) y no
eNOS [5].

2.5.2 Receptor B2

La estructura de la proteina del receptor B2 es tipica de la de un receptor acoplado a
proteina G que consiste en una unica cadena polipeptidica que abarca la membrana
siete veces, con el extremo amino-terminal que es extracelular y el carboxi-terminal
intracelular y con tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares. Este
receptor estda compuesto por 364 aminoacidos y se encuentra altamente
glucosilado, se expresa de forma constitutiva y participa en la mayoria de los efectos
de la bradicinina y la calidina por las que presenta una gran afinidad, el gen que lo
codifica es el BDKRB2 y se localiza en el cromosoma 14 sitio q32.1-q32.2.

El receptor B2 activa PLA2 y PLC a través de la interaccion con proteinas G
diferentes. La activacion de PLC inducida por cinina a través de Gq activa la via de
IP3-Ca?* estimulando la activacion de PKC y también la sintesis de dxido nitrico por
parte de eNOS o NOS3. La bradicinina activa el factor de transcripciéon NF-kB por

medio de las subunidades Gag y By y también activa la via de la MAP cinasa.

El acoplamiento de los receptores B2 a proteina Gi hace que se active la PLA2 y se
libere &cido araquidonico de los fosfolipidos propios de la membrana y es
transformado en diversos derivados incluidos mediadores de inflamacion y los

acidos epoxieicosatrienoicos y prostaciclina [5].
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Figura 9.Receptores de cininas y vias de transduccion implicadas en sus
efectos fisioldgicos [37].

2.6 Angiotensina y el Sistema Calicreina Cinina.

El conocimiento del sistema renina angiotensina y el sistema calicreina cinina es de
gran importancia, ya que constituye un avance importante en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, por esta razén se deben estudiar y analizar las
interacciones entre ambos sistemas, debido a que los cambios en un sistema se
acompanan obligatoriamente por cambios en el otro sistema. Tomando estas
interacciones en cuenta se pueden comprender mejor los mecanismos
fisiopatoldégicos de enfermedades cardiovasculares permitiéndonos desarrollar

nuevos farmacos que actuen en ambas vias.
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Figura 10. Interacciones entre el sistema renina-angiotensina y el sistema
calicreina-cinina [4].

2.6.1 Prolilcarboxipeptidasa

La enzima prolilcarboxipeptidasa (PRCP) ha demostrado ser una enzima
degradadora de Ang Il, pero también es un activador de precalicreina, la
concentracion de PRCP puede aumentar en respuesta a la estimulacion de los
receptores AT2 o sobreexpresion de receptores AT2 y contribuye a la liberacion de

bradicinina en las células endoteliales de arteria coronaria de ratén [4].

2.6.2 Calicreina

La renina es una enzima clave para la formacion de Ang Il se produce a partir de su
forma inactiva la prorrenina, que circula en el plasma. La acidificacion del plasma
humano a 4°C inicia un proceso por el cual prorrenina se convierte en renina activa.

Este proceso implica la activacion de precalicreina por el Factor Xll y la conversion
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de prorrenina en renina por la accion de la calicreina. Asi la calicreina esta
involucrada en la generacion de una sustancia tanto presora y depresora, lo cual

podria explicar por qué ambos sistemas son activados después de la lesién tisular

[4].

2.6.3 ECA

Esta bien establecido que la ECA no solo convierte la Ang | a Ang Il, sino que
también degrada la bradicinina por la eliminacion de dos aminoacidos carboxilo-
terminal. Esto ha sido apoyado por estudios experimentales in vivo que demuestran
que los inhibidores de la ECA no solo disminuyen la concentracion de Ang Il en la
sangre, sino que también aumenta la concentracion de bradicinina, ademas los
estudios celulares demostrarén que la ECA tiene una afinidad mas fuerte hacia

bradicinina que hacia Ang | [4].

2.6.4 Angiontensina (1-7)

La angiotensina (1-7) es un miembro de la familia de la angiotensina que puede ser
generado a partir de la Ang | bajo la accion de la EPN, la prolilendopeptidasa,
aminopeptidasa A y neprilisina. También puede ser producida a partir de Ang Il bajo
la accion de PRCP y ECAZ2.

Este péptido ejerce un efecto vasodilatador a través de receptores MAS y a través
de la potenciacién de bradicinina, en este sentido Ang (1-7) actia como un inhibidor
de la ECA. El efecto de la Ang (1-7) en la bradicinina parece también implicar a los
receptores AT2, por lo tanto la interaccion entre Ang (1-7) y ECA afecta tanto al

sistema renina angiotensina como al sistema calicreina cinina [4].

2.6.5 Receptores de angiotensina AT1/AT2y receptores de bradicinina B2

Se ha reportado que los receptores AT1 y los receptores B2 forman heterodimeros
constitutivos, lo que sugiere que ambos receptores también se comunican
directamente entre si, estos heterodimeros muestran aumento de la sensibilidad
hacia la Ang Il y se encuentran en las plaquetas y los vasos de mujeres

preeclamticas y son mas abundantes en las células mesengiales renales aisladas
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de ratas espontaneamente hipertensas en comparacion con los controles
normotensos, por lo tanto los heterodimeros ATi1/B2 pueden ser una diana
farmacologica para tratar la hipertensién

La interaccion entre ambos sistemas también implica a los receptores AT2y B2, la
activacion del receptor B2 participa en los efectos del receptor AT2, efectos
observados después del bloqueo del receptor AT1, donde la densidad de los
receptores AT2 y la expresion génica de ECA2 se incrementd, sin embargo la

interaccion entre ambos receptores no se entiende completamente [4].

2.6.6 Interacciones a nivel transcripcional

La Ang Il estimula la fosforilacion de la proteina de unién al elemento de respuesta
a AMPc (CREB) y el conjunto de p-CREB en el promotor de B2 e induce la
hiperacetilacién del promotor B2 asociado a histonas H4. La Ang (1-7) en dosis
medias y altas aumenta el mRNA del receptor B2 y la expresion de su proteina,
mientras que solo a altas dosis de Ang (1-7) aumenta la expresion del receptor B+
en el cerebro. Ademas ECA exdgena afiadida a cultivo de células de musculo liso
vascular regula altamente la expresion génica de receptores B1 y Bo.

Una intercomunicacion entre AT1y B1 también puede ocurrir, ya que al bloquear los
receptores AT+ aumenta el nivel de mRNA y proteina de B+, mientras que la
sobreexpresion de AT1 reduce la expresiéon del receptor B1 en ratas con infarto de

miocardio [4].
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3.0 Justificacion

En el amplio espectro de severidad de la presentacion de la enfermedad coronaria,
el infarto agudo de miocardio representa la forma mas extrema asociandose a un
elevado riesgo de muerte. Sin embargo, a pesar de los avances tecnolégicos no
existen estudios publicados sobre el seguimiento temporal de los genes del SRA y
el SCC en el infarto de miocardio, siendo asi que, este trabajo constituye el primer

reporte de la expresion temporal del mMRNA de dichos genes in vivo.

El analisis de la expresion génica permitira entender los mecanismos de
remodelacion cardiaca, asi como, ampliar el panorama sobre los

posibles biomarcadores de la insuficiencia cardiaca.

4.0 Hipétesis

Al inducir un infarto al miocardio en ratas Wistar macho se espera aumente la
expresion del mRNA de los receptores AT1, ATz, B1, B2 y de ECA, ECA2.

5.0 Objetivos

5.1 Objetivo general:

Determinar la expresion del mRNA del receptor AT1 y AT2 de angiotensina y
receptores B1y B2 de bradicinina y enzimas ECA y ECA2, en un curso temporal de
infarto al miocardio en ratas Wistar macho, mediante PCR tiempo real, para conocer

si existe modificacion en su expresion.

5.2 Objetivos especificos:

e Extraer por el método en columna mRNA de muestras de miocardio
infartado de rata Wistar macho

¢ Realizar la técnica de RT-PCR para la obtencion de cDNA.

e Evaluar los cambios temporales de la expresion del mRNA de los
receptores de Angiotensina Il y bradicinina, asi como las enzimas ECA y

ECA2 en el infarto al miocardio
40



6.0 Material y métodos

6.1 Material

6.1.1 Reactivos biol6gicos

Se utilizaron ratas Wistar macho de 8 a 10 semanas de edad y un peso de 250 g a
400 g, aleatorizadas en 6 grupos con n= 3, las cuales se dividieron en los siguientes
lotes: a) control, sin oclusién coronaria; b) con oclusion coronaria de 48 horas; c)
con oclusion coronarias de una semana; d) con oclusién coronaria de dos semanas;
e) con oclusién coronaria de tres semanas y f) con oclusion coronaria de cuatro

semanas.

6.1.2 Material de laboratorio y consumibles

Micropipetas Eppendorf de 10uL, 20uL,100uL,200uL
Puntas de 10uL, 20uL,100uL,200uL

Tubos Eppendorf de 1.5mL con tapa adherida y de rosca
Hielo seco y humedo

Servitoallas

PureLink RNA Mini Kit
Buffer de lisis

Etanol al 70%

Wash buffer 1

Buffer Il

Agua libre de RNA

Kit RT- PCR System de Promega
Tr 10x

MgCl2

dNTP's Mix

AMV RT

Oligo dT

Kit Roche Master SYBR Green 10x
SYBR Green |

Equipos

Centrifuga

Termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient
Espectrofotometro para Microplacas Epoch
Campana de PCR
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7.0 Metodologia
7.1 Seleccién de primers

1. Los oligonucledtidos seleccionados para este protocolo se obtuvieron del articulo:
Li, N., y colaboradores. (2004). The Role of Angiotensin Converting Enzyme 2 in the
generation of Angiotensin 1-7 by rat proximal tubules. American Journal of

Physiology, Renal Physiology, 288, 352-362.

Tabla 2. Secuencia y tamafno de producto de los primers de GAPDH, ECA, ECA2,

AT+, AT2, B1y Ba.

Oligo Forward (5"-3") Reverse (5°-3") Producto
GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT 207 bp
ECA GCCACATCCAGTATTTCATGCAGT AACTGGAACTGGATGATGAAGCTGA 442 bp
ECA2 GGAGAATGCCCAAAAGATGA CGTCCAATCCTGGTTCAAGT 281 bp
AT+ GGAAACAGCTTGGTGGTG TTGAATTTCATAAGCCTTCTT 445 bp
AT> CTGACCCTGAACATGTTTGCA GGTGTCCATTTCTCTAAGAGA 711 bp
B, AAGACAGCAGTCACCATC GACAAACACCAGATCGGA 391 bp
B2 GAACATCTTTGTCCTCAGC CCGTCTGGACCTCCTTGAAC 572

2. Se realiz6 el analisis in silico de los oligonucleotidos mediante el software Primer

BLAST® para corroborar su afinidad.

GAPDH:

Input PCR template
Range
Specificity of primers

MM 0170084 Rattus norvegicus glyceraldehyde-2-phosphate dehydrogenase (Gapdh), mRMA

1-1306

primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Refseq mRMNA
{Organism limited to Rattus norvegicus)...help on specific primers

Other reports B Search Summary

Graphical view of primer pairs

NM_017008.4: 1..1.3K (1.3Kbp) ~ | Find: @y &l @ AT T W Tools e & fETracks 2 7P
Template JIEES |za8 308 488 5@ S |7ee Bo@ |78 |1 K 1188 1,208
s o
Genes s
Gapdh
NP S . [ L R s
Seq—@mot_: :=_{desc_ nqme_"Pri. .. - clone e
Frimer T
Heg-annot_::=_{desc_{name "Pri... - exon #
gxan 3 exon 6 e & | S
=xon 5 =xan 7

exon 4 |

| |10 [t [ze8 468 [ e [7ee (et 208 Lk 118 [t2e8

Figura 11. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de GAPDH
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Primer pair 1

. Template Self Self 3
Sequence (3->3) strand Length Start Stop Tm  GC% complementarity complementarity
Er"i'::r"’ AGACAGCCBEATCTTCTTST Plus 20 25 47 5968 50.004.00 0.00
;F:fi:?;e CTTGCOGTGEETAGAGTCAT Minus 20 234 215 5945 55.00 3.00 2.00

Product length 207

Products on intended target
=P_017008.4 Rattus nomvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), mRMA

product length = 287
Forward primer 1 AOACAGCOTCATCTTETTGT 2@
Template 5 - 47

Reverse primer 1 CTTECCATEEETAGAGTCAT 2@
Template B 215

Figura 12. Especificaciones de primers para GAPDH

ECA:

Figura 13. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de ECA

Primer pair 1

Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ GCCACATCCAGTATTTCATGCAGT Plus 24 3013 3036 61.70 4583 4.00 4.00
Reverse primer ~ AACTGGAACTGGATGATGAAGCTGA Minus 25 3454 3430 6227 4400 4.00 1.00

Product length 447
Products on intended target

>NM_012544 1 Rattus norvegicus angictensin | converting enzyme (Ace), mRNA

product length = 442
Forward primer 1 GCCACATCCAGTATTTCATGCAGT 24
Template L 3236

Reverse primer 1 AACTGOAACTGGATGATGAAGCTGA 25
Template 3454 e e 3438

Figura 14. Especificaciones de primers para ECA
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ECAZ2:

Figura 15. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de ECA2

Primer pair 1

Sequence (5'=3') Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ GGAGAATGCCCAAAAGATGA Plus 20 168 187 55.6% 4500 2.00 1.00
Reverse primer CGTCCAATCCTGGTTCAAGT Minus 20 443 429 5781 5000 3.00 1.00

Product length 281

Products on intended target
>NIM_001012006 1 Rattus norvegicus angictensin | converting enzyme 2 {Ace2), mRNA

product length = 281
Forward primer 1 GEAGAATGOCCAARAGATGA 2@
Template 168 tiiuninirnrninananas 187

Reverse primer 1 COETCCAATCCTGRTTCAAGT 2@
Template BAB i rasiaraaas 429

Figura 16. Especificaciones de primers para ECA2

ATz1:

Figura 17. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de AT+
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Primer pair 1

Sequence (5'>3')
GGAAACAGCTTGGTGGTG Plus 18 397 414
TTGAATTTCATAAGCCTTCTT

Forward primer
Reverse primer
Product length 555

Products on intended target

Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
56.21 5556 4.00 0.00

Minus 21 951 931 5128 2857 7.00 3.00

=NM_030985 4 Rattus norvegicus angictensin |l receptor, type 1a (Agtria), mRNA

product length = 555
Forward primer

1
Template 397

Reverse primer 1
Template 951

AT2:

Input PCR template
Range
Specificity of primers

Other reports

GEAAACAGCTTGETEETE 18
414

TTGAATTTCATAAGCCTTCTT 21
............ 931

Figura 18. Especificaciones de primers para AT+«

MM 0124943 Rattus norvegicus angiotensin I receptor, type 2 (Agtr2), mRNA

1-1092

primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Refseq mRMNA
(Drganism limited to Rattus norvegicus),, heln on specific primers

pSearch Summary

Graphical view of primer pairs

NM_012494.3: 0..1.1K (1.1Kbp) ~ | Find: =N =N @, A% = K Toos - = | LFTracks & 7 -
Template 168 158 2eE  |25e @@ |35a 408|458 |cEa B == 7EE  [75a seE  |aca 286 |%mE LK 1,658
ENnes (== 5 = #
Agtr2

> > > > HF_AZEEZE.1 > > > >
Gedg-annot i=_Jdesc_{name "Pri... - clohe el s
Friner 1 S =
Seq-annot ::i=_Jdesc_{name "Pri... - exon et el e
5@ [le@ |15 |20@  |2S@ [3@@ (380 [4@@ |95 5@ (5@ [S@@ |65 |7@@ 7@ [88@ (358 [9@@ [98@ Lk [L@s@

Ready

i # Tracks shown: 46

Figura 19. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de AT2

Primer pair 1

. Template Self Self 3'
Sequence (33 strand Length Start Stop Tm  GC% complementarity complementarity
Er“i'r‘n"":r"’ CTGACCCTEAACATGTTTGCA Plus 21 370 300 59.04 4752 800 4.00
Reverse )
primor GOTGTCCATTTCTCTAAGAGA Minus 21 1030 1060 54.39 4256 9.00 5,00

Product length 711

Products on intended target
=k _012494.3 Rattus norvegicus angiotensin Il receptor, type 2 (Agtr2), mRNA

product length = 711
Forward primer 1
Template 37e

Reverse primer 1
Template

CTEACCCTAAACATATTTGCA 21
.................... 38@

GEATATCCATTTCTCTAAGAGA 21

lae@

Figura 20. Especificaciones de primers para ATz
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Bi:

Figura 21. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de B+

Primer pair 1

Sequence (5'=3) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AAGACAGCAGTCACCATC Plus 18 28 45 5418 50.00 6.00 0.00
Reverse primer GACAAACACCAGATCGGA Minus 13 430 413 5422 50.00 4.00 3.00

Preduct length 403

Products on intended target
»=NM_030851 1 Rattus norvegicus bradykinin receptor B1 (Bdkrb1), mRNA

product length = 433
Forward primer 1  AAGACAGCAGTCACCATC 18
Template 2B i iiiiasaisaiiaans 45

Reverse primer 1 GACARACACCAGATCGGA 13
Template 438 e 413

Figura 22. Especificaciones de primers para B

B2:

Figura 23. Sitio de alineamiento dentro del gen para los primers de B2
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Primer pair 1

Sequence (5'>3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity
Forward primer GAACATCTTTGTCCTCAGC Plus 19 509 527 5371 47.37 4.00
Reverse primer CCGTCTGGACCTCCTTGAAC Minus 20 1080 1061 60.04 60.00 4.00
Product length 572

Products on intended target
=NM_001270713 2 Rattus norvegicus bradykinin receptor B2 (Bdkrb2), transcript variant 1, mRNA

product length = 572
Forward primer 1 GAACATCTTTGTCCTCAGE 19

Template 2 527
Reverse primer 1 CCGTCTGRACCTCCTTGAAC 28
Template 1BBE i eiiieinananana . 1851

Figura 24. Especificaciones de primers para B2

7.2 Induccioén del Infarto Miocéardico.

Realizar una toracotomia entre el 4° y el 5° espacio intercostal.

Exteriorizar el corazon y localizar la arteria coronaria anterior izquierda.

Self 3' complementarity
2.00
1.00

Realizar una ligadura en la misma mediante el uso de una aguja atraumatica

e hilo seda 5/0 (Atramat).
Regresar el corazon a la cavidad toracica.

Suturar las capas de musculo y piel

Simultaneamente administrar a la rata respiracion mediante una bombilla de

hule.

7. Permitir la recuperacion del animal.

7.3 Extraccion de mRNA

La extraccion del mRNA de los genes de interés y el control endégeno GAPDH se

realiza con base al PureLink RNA Mini Kit [30].

1. Se homogeniza el tejido en 400 pL de buffer de lisis en un tubo Eppendorf

Centrifugar a 12000 g por 2 min

El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo

o > 0N

Se transfieren 500uL de la muestra a un cartucho nuevo
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6. Se centrifuga a 1200 g por 15 segundos y se descarta el liquido sobrante,
reinsertar otro cartucho y repetir hasta que pase toda la muestra.

7. Se anaden 600 pL de buffer de lavado 1 y se centrifugan a 12000 g por 15

segundos y se descarta el sobrante.

8. Se coloca el cartucho colector y se afiaden 500 pL de buffer Il

9. Se centrifuga a 12000 g por 1 min

10. El cartucho se coloca en el mismo tubo colector y se repite solo una vez.

11. Se centrifuga a 12000 g por 1min y se coloca el cartucho en un tubo colector

12. Se anaden 60 uL de agua libre de RNA al centro del cartucho y se incuba por

1 min
13. Por ultimo se centrifuga a 12000 g por 2 min a temperatura ambiente.

14.El RNA se mantiene a -80°C hasta su cuantificacion

7.4 Cuantificacion de las muestras

Se realizé la cuantificacion de RNAm de cada muestra en el equipo EPOCH, con el
fin de conocer su pureza con base a la relacion 260/280, lo que permite descartar

aquellas muestras con un indice alto de contaminacion.

Posteriormente se realizar los calculos para obtener diluciones de cada muestra con

una concentracion de 50 ng/uL.

7.5 RT-PCR
La obtenciéon de cDNA de los genes de interés y el control endégeno GAPDH se
realizé con base al Kit RT-PCR System de (Promega) [1].

1. En un tubo Eppendorff de 200 pL se colocaron los siguientes reactivos:
REACTIVO VOLUMEN (pL)

Tr10x
MgCl.

dNTP’s
AMV RT
Oligo dT
RNAmM 0.5
Total 10.5

=N AN

Tabla 3. Reactivos y volumen utilizados en RT-PCR
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2. Se homogeniza la muestra y se centrifuga durante unos segundos.
3. Incubar a 70°C durante 10 min.
4. Reposar a temperatura ambiente durante 5 min.

5. Colocar en el termociclador con el programa siguiente:

Temperatura Tiempo
(°C) (min)
4.2 15
95 5
4 5

Tabla 4. Condiciones a utilizar en el termociclador para RT-PCR

6. Se cuantifica el cDNA y se conserva en refrigeracién hasta la realizaciéon de

la PCR tiempo real

7.6 Amplificacién
Se utilizé el Kit Roche Master SYBR Green 10x [12]. La metodologia es la misma
para cada gen de interés, a excepcion de los primers Yy las temperaturas de

alineamiento que son especificos para cada proteina evaluada.

Preparacion de Master Mix
1. Descongelar las soluciones a temperatura ambiente.
2. Mezclar cuidadosamente cada solucion con la pipeta antes de tomar el
volumen final.
3. Se preparan soluciones de los primers forward y reverse.
4. Dependiendo del numero de reacciones, se realizaron los calculos necesarios
de cada reactivo, considerando que cada reaccion debe contener lo siguiente:
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Tabla 5. Reactivos a utilizar y cantidades en la amplificaciéon. *Dependiendo del gen
a evaluar en cada amplificacion se utilizaron los primers para AT1, AT2,B1, B2y de

ECA, ECA2

5. En un tubo de microcentrifuga se prepara el master mix, mediante la adicion

Reactivos Volumen |Concentracion
Final
SYBR Green | 2 1x
Forward Primer 2 10 pM
Reverse Primer 2 10 pM

de los componentes anteriores en el orden indicado.

6. Se colocan 6 pL de master mix y 2 yL de cDNA en cada pozo de la

microplaca de acuerdo al numero de muestras.

7. La microplaca se sella perfectamente para evitar burbujas de aire. Se

centrifuga para homogenizar la mezcla

8. Por ultimo se coloca la microplaca en el termociclador y se programa la PCR

con los siguientes parametros:

Tabla 6. Condiciones utilizadas en el termociclador para la amplificacién

Nota. Las condiciones y los parametros del programa de RT-PCR fueron iguales

con excepcion de la temperatura de alineamiento, para cada gen de interés fueron

las siguientes:

Temperatura (°C) Tiempo

95 5 min
95 10s

Tm de cada proteina 10s
72 10s
95 5s
65 1 min
98 10s

44 Ciclos
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Proteina | Temperatura de
alineamiento
(°C)

AT 57
AT> 57
B1 56

B2 56
ECA 56
ECA2 56

Tabla 7. Temperaturas de alineamiento para cada proteina

9. La microplaca se desecha en el contenedor de residuos biolégicos

7.7 Analisis estadistico

Mediante la prueba de Student-Newman-Keuls se tomaron diferencias
estadisticamente significativas con una *P<0.05. Los softwares utilizados para la
elaboracién de graficas y estadistica fueron Graph Pad Prism 5 y Excel 2010,

respectivamente.
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8.0 Resultados

En las siguientes tablas se muestra la expresion relativa del mRNA de interés en los

diferentes lotes comparado con el gen constitutivo (GAPDH).

Tabla 8. Expresion relativa del mRNA de ECA y ECA2

Expresion relativa de ECA

Grafica 1. Expresion del mRNA de ECA en ventriculo izquierdo infartado. Estos

valores son la media + el error estandar con una n=3 por duplicado. Prueba de

4001

300+

200+

100+

6‘(\

Grupo ECA ECA2
Sham-Veh |1 1
48 h 1.37 2.02
1semana | 3.387 0.9873
2 semanas | 0.2517 0.7535
3 semanas | 335.0657 | 1005.223
4 semanas | 0.73 0.0163

* *

0 T
Aé’{\ 48 hrs 15%em 25em 3 Sem 4 S%em

v

(a

Tiempo de oclusiéon coronaria

Turkey. * P < 0.05 vs Sham-Veh.
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Grafica 2. Expresion relativa del mRNA de ECA2 en ventriculo izquierdo infartado.
Estos valores son la media + el error estandar con una n=3 por duplicado. Prueba
de Tukey. * P < 0.05 vs Sham-Veh.

Grupo B1 B2
Sham-Veh |1 1
48 h 2.3822 0.9916
1semana | 10.9275 |0.00002
2 semanas | 1.2923 0.00003
3 semanas | 1714.177 | 0.0565

4 semanas | 0.0017 0.00001

Tabla 9. Expresion relativa del mMRNA de B1y B2
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Grafica 3. Expresion relativa del mMRNA de B1 en ventriculo izquierdo infartado. Estos
valores son la media + el error estandar con una n=3 por duplicado. Prueba de
Tukey. * P < 0.05 vs Sham-Veh.
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Grafica 4. Expresion relativa del mMRNA de B2 en ventriculo izquierdo infartado. Estos
valores son la media + el error estandar con una n=3 por duplicado. Prueba de
Tukey. * P < 0.05 VS Sham-VeValores del promedio < 0.05 vs Sham-Veh.
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Grupo AT1 AT2
Sham-Veh 1 1
48 h 0.095 0.0035
1 semana 0.8418 0.0263
2 semanas 0.5844 0.0001
3 semanas 120.5343 | 10338.94
4 semanas 0.0131 0.00001

Tabla 10. Expresion relativa del mMRNA AT+1y AT2

120+

1004

Expresion relativa de AT1

* * * *
1

Aé}\ 48 hrs 1Sem 2S%em 3 Sem 4 Sem
9@0
Tiempo de oclusion coronaria

Gréafica 5. Expresion relativa del mRNA de AT+ en ventriculo izquierdo infartado.
Estos valores son la media + el error estandar con una n=3 por duplicado. * P <
0.05 vs Sham-Veh.
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Grafica 6. Expresion relativa del mRNA de AT2 en ventriculo izquierdo infartado.
Estos valores son la media + el error estandar con una n=3 por duplicado. * P <
0.05 vs Sham-Veh.

ECA
ECA2
AT

n AT

48 hrs 1Sem 2Sem 3Sem 4 Sem

Grafica 7 .Comparacion de la expresion relativa del mRNA de las proteinas del SRA
y SCC en ventriculo izquierdo infartado. Estos valores son la media + el error
estandar con una n=3 por duplicado. Prueba de Tukey. * P < 0.05 vs Sham-Veh.
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9.0 Analisis de resultados

El SRA es un sistema hormonal en el cual Ang Il representa el metabolito final y
sus efectos biologicos son mediados a través de la activacion de diferentes
receptores, entre ellos AT1 y el AT2, de tal manera que su estudio constituye un
mayor avance en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Sin embargo,
no es el unico sistema que participa en el desarrollo del infarto al miocardio, ya que

evidencia indica que existen multiples vias de sefalizacion entre el SRA y el SCC

[4].

De esta manera, el vinculo mas estudiado entre ambos sistemas es la ECA, porque
no sélo remueve el dipéptido carboxilico terminal de la Ang | para generar la Ang Il
sino que también degrada la bradicinina que es un vasodilatador, todo lo que
produce aumento de la presion arterial, mientras que la ECA2 se identific6 como
homodlogo de ECA, catalizando la conversion de Ang Il a Ang (1-7), con lo que se
contrarresta la actividad de ECA [35]. De aqui la importancia de conocer su

expresion durante el infarto de miocardio.

Para llevar a cabo esta investigacion se utilizaron ratas Wistar macho debido a las
siguientes razones: 1) el IM inducido por la oclusibn de wuna arteria
coronaria reproduce de forma fiel las caracteristicas estructurales y funcionales de
la patologia humana 2) permite el estudio del IM sin interferencias asociadas a la
presencia de otras enfermedades o estados fisioldgicos 3) son baratos,

homogéneos y faciles de criar [46].

El estudio del seguimiento temporal del mMRNA comenzé a las 48 horas posteriores
a la oclusion coronaria, donde se observo que la expresion de ECA2 es mayor que
ECA, esto podria indicar que ECA2 favorece la produccién de Ang (1-7) y con ello la
disminucién de la presion arterial, un mecanismo caracteristico en la muerte del
miocito que posteriormente desencadenan mecanismos compensatorios que
tienden a disminuir la poscarga y aumentar la precarga, la contractilidad y la
frecuencia cardiaca [2]. Como se observa en la grafica 2 la expresion de ECA2
tiende a disminuir en la primera y segunda semana posterior al infarto, lo cual ya ha

sido reportado y se relaciona con dicho mecanismo compensador, esto debido a
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que menores niveles de ECA2 propician mayor cantidad de Ang Il con ello se
desencadena el aumento de presion arterial. Sin embargo, en la tercer semana
posterior al infarto se observa un aumento abrupto en la expresion relativa del
mMRNA de ECA2, esto podria estar relacionado con estudios recientes, los
cuales han mostrado que la sobreexpresion de ECAZ2 a nivel del miocardio se
asocia a la prevencién de la hipertrofia y fibrosis hipertensiva inducida por Ang Il
[32], debido a un aumento en la concentracién de Ang (1-7), la cual se une a su
receptor MAS ejerciendo su efecto antihipertrofico por la produccion de NO y la
activacion de eNOS [44], asi como una disminucion en la produccion de colageno |l
y Il inducido por hipoxia y proteccion de la funcion cardiaca y endotelial en isquemia

coronaria permanente [32].

Por otro lado la expresion de ECA es variable durante las cuatro semanas
posteriores al infarto. Durante la semana tres se observa un aumento importante en
la expresiéon del mRNA de ECA (menor que la expresiéon de ECA2) de tal manera
que favorece la produccién de Ang Il. Esto es apoyado por estudios, los cuales
indican que en presencia de Ang Il la accién vasodilatadora de la Ang (1-7) solo
puede comprobarse cuando se bloquea el receptor AT+, lo que implica que el efecto

de la Ang (1-7) es de menor potencia que el vasoconstrictor de la angiotensina Il [3].

Los efectos de Ang Il son mediados principalmente por dos receptores AT1y ATz,
los cuales comparten el 34% de su secuencia de aminoacidos, de tal manera que la
Ang Il se une a ambos receptores con similar afinidad [18]. Sin embargo, la accién
funcional depende de qué receptor se encuentre con mas expresion en el
organismo. Considerando lo anterior, se infiere que la Ang Il generada por ECA en
la primera y segunda semana se une al receptor AT1 cuyos niveles de expresion
tienden a aumentar desde las 48 horas (tabla 10), aunado a los resultados
obtenidos por Ramirez donde se observa un incremento en la PS y PD a las 48
horas posteriores al infarto [45]. La formacién de este complejo Ang II-AT1 activa
varias vias de sefializacion que conllevan a una serie de efectos sistémicos que se
relacionan con necrosis miocardica y remodelacién ventricular la cual podria estar
potenciada por el nivel de expresiéon de AT1 que se encuentran por encima de los

niveles de AT2 hasta la semana tres (grafica 5).
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La necrosis aguda miocardica después del infarto conlleva a una pérdida abrupta de
tejido, lo que produce un incremento en la sobrecarga ventricular, con lo cual
comienza el proceso de remodelacion temprana. La expansion del infarto produce
adelgazamiento y dilatacién ventricular, el estimulo mas importante de la hipertrofia

mediado por Ang |I.

La estimulacion del receptor AT1 activa la fosfolipasa C y moviliza el calcio,
produciendo su principal efecto, vasoconstriccién. También estimula la proliferacion
celular de miocitos y formacion de colageno. Es asi como la remodelacion tardia
comprende la hipertrofia ventricular y las alteraciones en la arquitectura ventricular
para distribuir el incremento del estrés parietal, hasta que la matriz extracelular
forme la cicatriz de colagena, con el objeto de estabilizar la fuerza de contraccion y

prevenir deformaciones futuras [2].

Por otro lado, como se observa en la tabla 10, la expresion de AT2 aumenta
considerablemente en la semana tres, encontrandose por encima de la expresion de
AT+, de tal manera que en esta semana Ang Il puede unirse al receptor AT2 que se
encuentra expresado primordialmente en tejidos fetales, pero se expresa o aumenta
su regulacion después de una lesion vascular, infarto de miocardio, insuficiencia

cardiaca, cardiomiopatia dilatada [34].

Los efectos mas visibles de la estimulacion del receptor AT2 son vasodilatacién a
través del GMPc y éxido nitrico, disminuye la apoptosis de miocitos ya que provoca
activacion PLA2, SHP-1, MKP-1 y defosforilacion de la Bcl-2. De tal manera que el
nivel de sobreexpresion del mMRNA de ATz en la tercera semana potencializa dichos
efectos, lo cual nos permite postular que este gen podria estar involucrado en la
prevencion de la hipertrofia.

Esta demostrado que durante el infarto al miocardio ocurre también la activacion
del SCC, esto ha encontrado dos aplicaciones generales; el papel generalmente
protector de las cininas contra el dano tisular que sigue a la isquemia y la

reperfusion y la angiogénesis impulsada por isquemia [19].
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Durante las primeras 48 horas postinfarto los niveles de expresion de B1 son
mayores que los de B2, sin embargo en las semanas posteriores la expresion de B2
comienza a disminuir hasta casi desaparecer, mientras que B1 tiene un aumento
drastico en la semana tres. La isquemia induce la expresién del receptor B1 en
células endoteliales, esto se debe a que la respuesta del organismo ante la
isquemia sostenida es la angiogénesis y las cininas son importantes en este
proceso. Esto se demuestra ya que la expresion del mRNA del receptor B1 aumenta
de acuerdo al tiempo de oclusion coronaria, llegando a su pico maximo a la tercera

semana después del infarto y posteriormente comienza a disminuir (grafica 3).

El receptor B1 no suele expresarse de manera significativa en los tejidos normales,
si no que su expresidn es inducida por una lesion tisular o isquemia, esta
sobreexpresion esta regulada por citocinas como IL-18 e IL-2 y TNF-a que activan al
factor nuclear NF-KB que es un factor de transcripciéon que inicia la sintesis de
mRNA [19].

El proceso de angiogénesis puede explicarse ya que los receptores B1 activan a la
PLC que genera la hidrolisis de fosfoinositidos produciendo IP3 y DAG como
segundos mensajeros, el DAG activa la PKC, esto activa la via de MAPK. Las
MAPK fosforiladas migran al nucleo donde regulan la actividad de una variedad de
factores nucleares, los cuales finalmente controlan la expresion de genes esenciales

para la proliferacion y la diferenciacion [23]

Los receptores B2 se expresan constitutivamente en muchos tejidos, este receptor
participa en la mayoria de los efectos de las cininas por las que presenta una gran
afinidad, su principal funcién es generar vasodilatacién, ademas media efectos
proinflamatorios tales como edema, dolor y migracién de leucocitos y actua en

procesos de antiproliferacion y antifibrosis.

Como se observa en la grafica 4 el mMRNA de B2 se mantiene constante durante la
primera semana posterior a la oclusién coronaria, sin embargo hay un drastico
descenso a partir de la segunda semana hasta casi desaparecer. Este descenso

puede ocurrir para disminuir los efectos antiproliferativos y antifibroticos de Bo,
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permitiendo que se lleve a cabo la remodelacion cardiaca mediada por la union de la
bradicinina al receptor B1. El proceso de esta regulacion negativa se desconoce
pero estudios demuestran que la exposicidn prolongada a bradicinina disminuye la
expresion de estos receptores, también se ha propuesto un mecanismo que implica
la represion transcripcional combinada y la degradacion acelerada del receptor y se
ha demostrado que varias proteasas extracelulares, incluyendo la calicreina tisular y

las proteasas secretadas por neutroéfilos activados escinden el receptor B2 [19].

En la semana cuatro se observa un descenso abrupto en la expresion de los
receptores de Ang ll, bradicinina y las enzimas ECA, ECA2, esto puede sugerir que
el proceso de remodelacion iniciado como una respuesta compensatoria al dafio y al
estrés mecanico, se convierte lentamente en un proceso que conduce a la
hipertrofia ventricular, lo cual corresponde con lo reportado donde se indica que
existe un aumento en el indice de hipertrofia a partir de las primeras 48 horas
posteriores al infarto miocardico [45]. Siendo un mecanismo comun en el desarrollo

de insuficiencia cardiaca.
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10.0 Conclusiones

El trabajo llevado a cabo en esta tesis nos permitié concluir lo siguiente:

Se determind que la tercera semana postinfarto tiene gran relevancia debido
al aumento de expresion del mMRNA de los receptores de Ang Il, bradicinina y
las enzimas ECA y ECA2, los cuales pueden ser biomarcadores de la

induccioén de insuficiencia cardiaca.

Se logro identificar que la sobreexpresion del mRNA del receptor AT2 y ECA2
en la tercera semana podria estar involucrada en la disminucion de la

hipertrofia cardiaca y fibrosis.

El seguimiento temporal de genes del SRA y SCC durante un infarto
miocardico permitira el conocimiento detallado de los mecanismos que
determinan la remodelacién cardiaca y permitira el disefio de tratamientos

farmacologicos que frenen el proceso o bien lo reviertan.
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11.0 Perspectivas

Los resultados obtenidos en esta investigacion, abren un panorama de la expresion
de los genes del Sistema Renina Angiotensina y Sistema Calicreina-Cinina en el
Infarto Miocardico. Asi mismo, permite examinar la posibilidad de utilizar dichos
receptores y enzimas como biomarcadores moleculares en el diagnostico de

muestras de miocardio infartado, se propone la siguiente estrategia:

1. Corroborar la presencia de los receptores de Ang Il, bradicinina y las
enzimas ECA y ECA2 en el tejido de miocardio infartado mediante Western
Blot.

2. Analizar asi mismo su presencia topografica mediante inmunohistoquimica en
los tejidos de miocardio infartado y compararlos con muestras de miocardio

normal.
3. Analizar la correlacion de la expresion de AT2 y ECA2 con la respuesta a

tratamientos farmacoldgicos y la evolucion del mismo mediante un analisis

prospectivo.
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