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l. Abreviaturas

HTA Hipertensién Arterial

ENSANUT MC Encuesta Nacional de Salud de Medio Camino.
TRPV1 Transient Receptor Potiential Vanilloide tipo 1.
AT1 Receptor de Angiotensina Tipo 1

AT2 Receptor de Angiotensina Tipo 2

L- NAME L-NG-Nitroarginine Methyl Ester

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis.

mmHg milimetros de Mercurio.

OMS Organizacion Mundial de la Salud

ECNT Enfermedades Cronicas No Transmisibles
ECA Enzima Convertidora de Angiotensina
TRPC Transient Receptor Potiential Canonical
TRPV Transient Receptor Potiential Vanilloid
TRPM Transient Receptor Potiential Melastatin
TRPP Transient Receptor Potiential Polycystic
TRPML Transient Receptor Potiential Mucolipin
TRPA Transient Receptor Potiential Ankyrina

TRPV5 Transient Receptor Potiential Vanilloide tipo 5



TRPV6

PIP2

HMG-CR

LDL-C

PF-F/IFPP

PF-GG/GGPP

GTP

GDP

PPARs

UCPs

ERO/ROS

NO

eNOS

ox-LDL

DMSO

VR1

TRPV2

TRPV3

TRPVA4

KDa

Transient Receptor Potiential Vanilloide tipo 6
fosfatidilinositol bisfosfato

enzima HMG-CoA Reductasa

colesterol de baja densidad

piro-fosfato de farnesilo

piro-fosfato de geranil-geranilo

guanidin trifosfato

guanidin difosfato

receptores activados por proliferadores peroxisomales

proteinas desacoplantes

especies reactivas del oxigeno

oxido nitrico

enzima 6xido nitrico sintasa.

lipoproteina de baja densidad oxidada
dimetilsulfoxido

Receptor Vaniloide tipo 1
Transient Receptor Potiential Vanilloide tipo 2
Transient Receptor Potiential Vanilloide tipo 3
Transient Receptor Potiential V anilloide tipo 4

KiloDaltons



PKA

PKC

ATP

NAPE
NAPE-PLD
NAEs

AEA
Receptor CB
DAG

AG

FAAH
FABP
MAGL

AA

AC
CAMKII
RNA
CGRP

nM

RTX

Protein Cinasa A
Protein Cinasa C
Adenosin Trifosfato
araquidonilfosfatidiletanolamina
Fosfolipasa D especifica de NAPE
N-aciletanolamidas
N-araquidonoiletanolamina o anandamida
Receptor Canabinoide
diacilglicerol
Acilglicerol
amido hidrolasa de acidos grasos
Proteinas de unidn de acidos grasos.
monoacilglicerol lipasa
acido araquidoénico
adenilil ciclasa
guinasa dependiente de calmodulina
Acido ribonucleico
Péptido relacionado al gen de la calcitonina
nanoMolar

Resiniferatoxina
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CB1

CB2

K

AMT

IP3

Pl- PLC

HETE

LOX

PLD

RAAS

Ang Il

Ang I

ECA2

Receptor Canabinoide tipo 1
Receptor Canabinoide tipo 2
constante de inhibicion
micro Molar
transportador de anandamida
inositol-1,4,5-trifosfato
Fosfatidilinositol unido a fosfolipasa C
acido hidroxieicosatetraenoico
lipooxigenasa
Fosfolipasa D
Sistema Renina Angiotensina — Aldosterona.
Angiotensina Il
Angiotensina lll

Enzima Convertidora de Angiotensina 2
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Il. INTRODUCCION.

A partir de que Stephen Hales determiné la presion arterial en animales, el interés
por medir este parametro en humanos se intensific6!, En 1883, Samuel Von Basch,
inventd un sistema no invasivo para determinar la presion arterial (el

esfigmomanémetro), modificado después por Riva Rocci en 1896.2

A partir de aqui, inicié toda una serie de estudios tratando de determinar la funcién
de la presion arterial en la salud publica. De acuerdo a estos estudios se determiné
que la presion arterial es estable cuando los niveles se encuentran alrededor de
80/110, dependiendo del género, y, se habla de hipertension cuando los niveles son
mayores a 90/140 mmHg. La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales
factores de riesgo en el desarrollo de enfermedades renales, cardiovasculares y
cerebrovasculares en nuestro pais. En México, el Instituto Nacional de Salud realiza
frecuentemente la Encuesta Nacional de Salud de Medio Camino (ENSANUT MC),
donde se ha observado que la prevalencia de este padecimiento se ha mantenido
practicamente sin cambios entre 2012 y 2016 lo cual sugiere que deben
intensificarse los esfuerzos del sistema de salud para mejorar la prevencion y los

medios de control de quien ya padece esta enfermedad.®

Poco a poco se ha estado profundizando en la patologia de la hipertension y en los
mecanismos que contribuyen a su prevalencia. Tratando de aportar un poco mas
sobre ese mecanismo, en este trabajo se traté de analizar el papel y los mecanismos
gue involucran al receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1), con la

presion arterial, utilizando capsaicina, como agonista natural y capsacepina como
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antagonista del receptor, estudiando el efecto que ambos farmacos ejercen sobre
la expresion del TRPV1, per se, y sobre algunas de las proteinas involucradas en el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (uno de los principales reguladores de la
presion arterial en el organismo), y de proteinas relacionadas con la regulacién de
este mecanismo; como son los receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1), el receptor
de angiotensina Il tipo 2 (AT2), la Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS), el
Receptor Activado por Proliferadores Peroxisomales Tipo gamma (PPARy) y la
GTPasa pequefia Rho. Con la finalidad de entender si los receptores TRPV1 estan
relacionados con la regulacion de la hipertension, a través de mecanismos como el
sistema renina-angiotensina y los reguladores de este sistema como el 6xido nitrico
via la expresion de la enzima eNOS o de proteinas que controlan la sintesis de los
receptores AT1y AT2. En el disefio experimental se utilizaron ratas Wistar adultas,
divididas en dos grupos, Control e Hipertensas, para formar el Grupo Hipertensas
las ratas fueron tratadas con L-NAME (L- N© nitroarginina metil ester) 200 mg/kg
durante 40 dias, para inducir hipertensién, finalmente fueron divididas en 8 grupos,
tres ratas por grupo, ordenados de la siguiente manera: 1. Control, 2. Control +
Capsaicina, 3. Control + Capsacepina, 4. Control + Capsaicina + Capsacepina 5.
Hipertensas, 6. Hipertensas + Capsaicina, 7. Hipertensas + Capsacepina, 8.
Hipertensas + Capsaicina + Capsacepina. Posterior a los tratamientos, se sacrifico
a cada rata y se les extrajo el corazdn, se selecciond el ventriculo izquierdo, se
homogenizo en buffer de lisis y se cuantificé la proteina por el método de Bradford,
se separaron las proteinas con el método de SDS-PAGE y se realizd la

inmunodeteccion por Western Blot. Los resultados fueron expresados como la

13



media + su error estandar. Y la comparacién entre grupos de los diferentes
tratamientos se realizd por andlisis de varianza una sola via (ANOVA), utilizando el
programa Sigma Plot 11 (Jandel Scientific). Las diferencias entre los grupos se

consideraron estadisticamente significativos cuando p < 0.05.
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1R Marco Tedrico.

[1l.1. Hipertensidn Arterial (HTA).

Cuando el corazon trabaja e impulsa la sangre a través de la red de arterias, venas
y capilares en el organismo, la sangre en movimiento empuja contra las paredes de
las arterias ejerciendo fuerza, esta fuerza es la que se mide como presion arterial,
lo cual significa que la presion arterial, es la fuerza necesaria para que la sangre

pueda circular a través de las arterias *

La hipertension arterial (HTA) es el término médico que describe la presion arterial
alta, conocida como «la muerte silenciosa». Sin tratamiento, la HTA aumenta el

riesgo de un ataque al corazon o un accidente cerebrovascular.

De hecho, la presion sanguinea (Figura 1), es un signo vital utilizado en la toma de
decisiones clinicas, debido su gran importancia en la salud, es esencial determinar
la presion sanguinea adecuada y constantemente. En este proceso son dos los
valores que se determinan: la presion sistdlica, que representa la presion arterial
pico durante la sistole (proceso que consiste en la contraccién del tejido muscular
auricular y ventricular cardiaco) y la presion diastélica, que representa la presion
arterial minima durante la diastole (momento en que el corazon se relaja
completamente y permite que el flujo sanguineo, proveniente de los pulmones y las
arterias, vuelva a ingresar a las cavidades ventriculares y auriculares para que, se
repita el ciclo cardiaco). En la actualidad, los expertos definen a la HTA como
aguellos valores de presion arterial que van por arriba de 140/90 mmHg, de estas

dos cifras, una o ambas pueden ser altas en las personas hipertensas.
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Cuando los valores de presion arterial estan por arriba de 120/80 mmHg, pero no
alcanzan los valores de 140/90, entonces nos encontramos con un cuadro conocido
como pre-hipertension, momento en el cual, el paciente debera empezar a cuidarse

mas.

La presion arterial alta es generada principalmente por el estrechamiento de las
arteriolas, quienes regulan el flujo sanguineo en todo el organismo. A medida que
estas arteriolas se hacen mas estrechas, el corazén se esfuerza mas para poder
bombear la sangre a través de esos espacios mas reducidos provocando que la

presion dentro de los vasos sanguineos aumente.®

Figura 1. Principales caracteristicas de la presion arterial y las consecuencias sobre su
alteracion en el organismo. En la toma de la presion arterial, se deben tomar en cuenta
dos valores, la sistole y la didstole, puede ocurrir que uno o ambos valores se

encuentren fuera de rango; las alteraciones son variadas asi como las causas que
provocan esta enfermedad en el ser humano.®

La HTA es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular en el humano,
en la mayoria de casos no presenta sintomas, por lo que se pueden llegar a
desarrollar problemas cardiacos, cerebrales o renales sin ser conscientes de

padecer la enfermedad. La OMS estima que unos 1,000 millones de personas la
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padecen en todo el mundo y que al afio mueren 9 millones de personas por esta

causa.

La HTA es una enfermedad que depende de la interaccion entre el gasto cardiaco,
la resistencia periférica y el volumen intravascular, se clasifica en dos tipos: primaria
y secundaria, la primaria se presenta sin causa aparente en el 95% de los casos y
es multifactorial; la secundaria, es provocada normalmente por otra enfermedad, en
algunos casos es reversible cuando la enfermedad adyacente es tratada con éxito,

sélo el 5% de los pacientes hipertensos presentan hipertension secundaria.

[11.1.1. Prevalencia de la HTA en México.

De las enfermedades cronicas no transmisibles (Figura 2), la diabetes y la HTA son
la principal causa de mortalidad en adultos a nivel mundial. Datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la cantidad de personas con hipertensién esta en
aumento y muchas de ellas desconocen que la padecen, de acuerdo a estas cifras
1 de cada 3 latinoamericanos sufre hipertension arterial. En un informe elaborado
por la OMS con motivo de Dia Mundial de la Salud en el 2013, llamado "Informacion
general sobre Hipertensién en el mundo. Una enfermedad que mata en silencio, una
crisis de la salud publica mundial”, sefial6 que, la hipertensién es la causa de por lo
menos el 45% de las muertes por cardiopatias y el 51% de las muertes por accidente

cerebrovascular.®

En el afio 2016 el Instituto Nacional de Salud realizo la Encuesta Nacional de Salud
de Medio Camino (ENSANUT MC), con el objetivo de dar seguimiento e identificar

oportunamente el estado de salud y nutricion de la poblacion. En dicha encuesta se
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observd que la prevalencia de hipertension en nuestro pais fue del 25.5%, de los
cuales el 40% desconocia que padecia esta enfermedad y solo el 58.7% de los
adultos con diagndéstico previo se encontraron en control adecuado. El diagnéstico
previo suele ser mayor en mujeres que en hombres (70.5% vy 48.6%
respectivamente) y su prevalencia disminuyé un 7.8 % con respecto a los datos

recabados en el afio 20127

Figura 2. Principales enfermedades crénicas no transmisibles en el ser humano. Las
enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son aquellas que no se pueden
contagiar de un individuo a otro, son enfermedades de larga duracion cuya evolucion
es generalmente lenta, desafortunadamente este tipo de enfermedades van en
aumento debido al sedentarismo y la mala alimentacion de la poblacién.®

[11.1.2. Factores de riesgo que predisponen a padecer HTA.

El aumento en el consumo de azlcar, la contaminacion del aire, el ruido, el bajo
peso al nacer, son factores de riesgo recientes en el desarrollo de la HTA, lo cual
hace que la deteccidn, el tratamiento y el control adecuado de la presion sanguinea

en esta enfermedad, se esté convirtiendo en un reto muy grande a nivel mundial.®

En la mayoria de los paises, incluyendo los desarrollados, la prevalencia de la HTA
ha ido en aumento. Aumento que se le atribuye a factores como: el comportamiento,
la urbanizacién, la mala alimentacion, la obesidad, el estrés social, el sedentarismo,

la inactividad, la edad, la alta ingesta de sodio, las dietas elevadas en grasas
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saturadas, el tabaquismo, las dislipidemias, la diabetes y la ingesta elevada de

alcohol (Figura 3).°

Maodificables No modificables
Tabaquismo Edad superior a 45 afios
Sobrepeso u obesidad Antecedente familiar directo de:

Hipertensién arterial, diabetes mellitus,
Cardiopatia Coronaria (CC) o Enfermedad
Hipercolesterolemia Vascular Cerebral (EVC).
Hipertrigliceridemia

Sedentarismo

Hiperuricemia
Ingesta excesiva de sal

Figura 3. Factores de riesgo que predisponen a padecer HTA. La mala alimentacion y
el sedentarismo estan dentro de los principales factores que predisponen a padecer
HTA, asi como, desarrollar otro tipo de padecimientos como hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e hiperuricemia; y, aunque existen programas de salud para la
atencion de la poblacion que presenta dichas enfermedades, la prevalencia de la
enfermedad va en aumento, transformando en un reto ain mayor el diagndstico y el
tratamiento en la poblacion afectada.®

La historia familiar también es un factor que predice significativamente el posible
desarrollo de HTA en los descendientes familiares, sin embargo menos de la mitad
de los casos de HTA son causados por cuestiones genéticas, ademas, los genes
involucrados en el desarrollo de HTA en su mayoria estan relacionados, directa o

indirectamente, con la funcién renal y en particular con la reabsorcién de sodio.1°

La implementacion de programas de educacién, campafas de concientizacion,
promover el bajo consumo de sal, generar un mayor nimero de medicamentos, la
capacitacion de técnicos, enfermeras, enfermeros o médicos para el tratamiento y
manejo de la HTA; por parte de las organizaciones de salud, las sociedades
médicas y la industria farmacéutica pudieran ayudar en el mejoramiento del control

sobre la HTA.11
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[11.1.3. Tratamiento: Farmacoldgico y no Farmacoldgico.

La prevencion de la enfermedad es muy importante, principalmente para evitar
lesiones mayores en las personas con HTA, de esta manera, disminuir el indice de
morbilidad y mortalidad general. La HTA es tratada de dos maneras, de forma
farmacoldgica y no farmacoldgica, aunque normalmente lo que se aplica es una
combinacion de ambas. El tratamiento no farmacolégico implica un cambio de
hébitos, principalmente alimenticios. Y el tratamiento farmacoldgico involucra el
consumo de farmacos, que por lo general actian sobre enzimas que estan
relacionadas con alguna ruta metabdlica que regula la presion arterial en el

organismo.

La evolucion de la HTA depende principalmente de su deteccién temprana y del
tratamiento que se le aplique al paciente. Por lo general, la enfermedad es silente
en sus inicios, aumentando las probabilidades de desarrollar una patologia
secundaria, de tal manera que si no se recibe un tratamiento adecuado, se puede
ocasionar dafios en el corazon, los vasos sanguineos, el cerebro, los ojos y los
riiones. El tratamiento adecuado y el cambio en el estilo de vida, deberian ayudar
a reducir la presion arterial hasta valores normales. De hecho, para que el
tratamiento tenga éxito, es fundamental que el paciente colabore cambiando sus

habitos de vida y tomando su medicamento.?

Hay siete grupos principales de anti-hipertensivos; los beta bloqueadores, los
diuréticos, los inhibidores de la ECA, los blogueadores de los receptores AT-1, los

calcio antagonistas, los vasodilatadores y los medicamentos de accién central. En
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general, los cinco primeros son anti-hipertensivos muy eficaces, tienen pocos
efectos secundarios y ya han sido probados en diferentes estudios en los que han
demostrado su efectividad reduciendo la morbilidad y mortalidad en los pacientes
hipertensos. Los dos Ultimos grupos se utilizan en situaciones muy especiales,
debido a que, tienen mas efectos indeseables y los vasodilatadores pueden ser

utiles solo en la terapia combinada.*®

[11.2. Los receptores de potencial transitorio (TRPS).

Los avances en la biologia celular, la genética clasica, los avances en bioquimica y
las técnicas fisiologicas han mejorado el entendimiento de las funciones celulares
basicas y han permitido descubrir nuevas funciones de una gran variedad de

proteinas celulares.

Un ejemplo de esto, son los receptores de potencial transitorio (TRPs),'* que
corresponden a una familia de canales i6nicos no-selectivos a cationes, y que
inicialmente se creia funcionaban exclusivamente en la membrana plasmatica
regulando el flujo transmembranal de Na*, K*, Ca?*, y Mg?*. Sin embargo se han
realizado estudios donde se han encontrado otras funciones atribuidas a éstos
canales proteicos. Estos canales fueron descubiertos en el fotoreceptor de la mosca
Drosophila melanogaster, aunque también han sido encontrados en los

vertebrados, expresandose en varios tejidos y tipos celulares.®

La familia de los TRP esta formada por 28 complejos proteicos, divididos en 6
subfamilias: candnica (TRPC), Vaniloide (TRPV), Melastatina (TRPM), policistina

(TRPP), Mucolipina (TRPML) y Anquirina (TRPA).1® De las principales funciones
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con las que se relaciona a esta familia de transportadores, son la respuesta a
estimulos ambientales como la temperatura, los cambios de pH, la osmolaridad, la
fuerza mecanica y el dolor.'” Sin embrago, la lista de funciones no relacionadas a

estimulos sensoriales ha estado creciendo rapidamente.*®
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Figura 4. Estructura y arbol filogenético de los TRPs en mamiferos. (A) Estructura
transmembranal, en el lado izquierdo y en el derecho se observa la estructura
cuaternaria de los canales TRP. Los TRP tiene 6 dominios transmembranales, la
regién del poro localizada entre el quinto y sexto dominios y el dominio TRP en el
extremo carboxilo terminal. (B) Arbol filogenético de los canales TRP estructurado en
base a su homologia.?®

Los TRPs son complejos proteicos, homo o hetero-oligdmeros formados por la
asociacién de cuatro subunidades alrededor de un eje de simetria central que
coincide con el poro iénico (Figura 4). Cada subunidad esta formada por 6
segmentos transmembrana (S1-S6), un lazo hidrofilico entre el quinto y sexto
segmento transmembranal que forma al poro iénico y dos dominios intracelulares

en los extremos amino y carboxilo terminales.'® La regién amino terminal esta
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constituida por dominios de unién a anquirinas que participan en la interaccién con
proteinas citosélicas favoreciendo de este modo la formacion de complejos
proteicos. El dominio carboxilo terminal tiene una regién que interacciona con

fosfoinositidos y proteinas reguladoras.?*

[11.2.1. La subfamilia Vaniloide (TRPV).

Los canales TRPV estan formados por siete dominios hidrofobicos, seis de los
cuales cruzan la membrana (S1-S6), mientras que el séptimo dominio, junto con el
carboxilo y amino terminales se localizan hacia el interior de la célula.?? Las
subunidades que constituyen a los TRPV pueden ser homotetrameros o
heterotetrAmeros.?® La region del poro (Figura 5) se localiza entre los segmentos 5
y 6 y es laresponsable de la selectividad a cationes por parte del canal, por ejemplo
TRPV5 y TRPV6 tienen una alta sensibilidad a calcio, también se ha visto que la
region del poro es la responsable de su activacion por temperatura.?* La region
amino-terminal de los canales TRPV contienen seis repeticiones de anquirinas,
conocidas colectivamente como el dominio de anquirinas, este dominio le permite a
los canales de los TRPV un adecuado funcionamiento del canal, se requiere para la

tetramerizacion y para las interacciones proteina-proteina.?®

Por otro lado, el carboxilo-terminal también esta relacionado con la tetramerizacion,
el tréfico a través de la membrana y la sensibilidad a la temperatura, 26 contiene un
dominio hidrofébico conservado, denominado como el dominio TRP el cual,
contiene la secuencia consenso, WKFQR, donde W esta conservado en todos los

integrantes de la familia TRP; el dominio TRP esta asociado con la regulacion de
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PIP2, la tetramerizacion, y la sensibilidad a lidocaina, capsaicina y temperatura del

TRPV1.%

Entrada Entrada
superior inferior

Gly643 y  1le679
Met644

Proteina
TRP
TRPV1

Entrada

saperior TRPV2 Gly60d y Met643
Met605
TRPV6 AspS41 Met577
RS TRPA1 Asp91S 11957 y
Val961
TRPP2 lle6d1,Gly6 Leu677y
42y Asn681

Aspbd3

Figura 5. Representacion esquematica del poro que se forma en los canales TRP,
donde se observan las dos regiones que constituyen la region de apertura. Los residuos

que forman los dos sitios del canal se muestran en la tabla adyacente.28

Los receptores de potencial transitorio vaniloides (TRPV) recibieron ese nombre
debido a que se activan con capsaicina, una molécula similar a los compuestos
vaniloides, de hecho, estos canales fueron originalmente conocidos como VR1y se
regulaban por el ingrediente activo del chile (la capsaicina), por niveles de
temperatura elevados (mayores a 42°C) y por protones.?® Debido a la similitud
estructural a otros canales TRP fue que se le nombro a esta familia TRPV1,
subsecuentemente otros 5 miembros adicionales de esta familia fueron clonados y

llamados TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPV5y TRPV6.%

Inicialmente se pensdé que todos los miembros de la superfamilia TRPV eran
sensibles al calor como TRPV1, pero diferentes estudios han mostrado que, aunque
TRPV2-6 tienen mas del 50% de homologia en su secuencia con TRPV1, no todos
responden a la temperatura como estimulo. Ademas, TRPV1-4 tienen poros no-

selectivos a cationes mientras que TRPV5 y TRPV6 son altamente selectivos a
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calcio.3?

[11.2.2. Caracteristicas estructurales y bioquimicas del receptor TRPV1.

El primer miembro descrito de la familia vaniloide fue el TRPV1, este canal es
altamente permeable a calcio y fue descrito en 1997, se expresa en un amplio rango
de tejidos como, el tronco encefélico, cerebro medio, el hipotdlamo, el sistema
limbico,%? los nervios sensoriales vagales y espinal, el estbmago, el corazén vy el

tejido adiposo 333435

Los canales TRPV1 estan formados por cuatro subunidades idénticas localizadas
en la membrana plasmatica, cada subunidad tiene un grupo amino-terminal, una
region transmembranal y un carboxilo terminal, con un peso molecular de
aproximadamente 100 kDa (Figura 6). El amino-terminal tiene su dominio de seis
subunidades de anquirinas, el cual en su estructura terciaria forma seis alfa-helices
conectadas por Loops. En el amino-terminal, existen sitios de fosforilacion para
protein cinasas de los cuales el aminocido S116 es uno de los sitios mas
importantes en cuanto a la funcionalidad del canal. Una seccion de unién conecta
el amino-terminal a la regién transmembranal via el segmento pre-helicoidal (pre-

S1), que se encarga de unir las subunidades que forman al TRPV1.36

La capsaicina que interaccionan con los segmentos S3 y S4, y los protones (H+)

interaccionan con los segmentos S5 y la region entre los segmentos S5-S6.%7

La region transmembranal de cada subunidad del TRPV1 esta formada por 6

segmentos helicoidales (S1-S6), donde S1-S4, constituyen el dominio sensible a
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voltaje y, S5-S6 son quienes forman el poro del canal. Las hélices S1-S4 estan
conectadas a S5-S6 por un segmento de unién, y actian como un eje que permite
a los segmentos moverse, contribuyendo a la apertura del poro y por lo tanto a la
activacion del TRPVL1. La region transmembranal, también posee diversos sitios de

union a diferentes ligandos, como por ejemplo, los compuestos vaniloides.

Figura 6. Estructura del TRPV1 donde, (A) corresponde a la region del amino-terminal
con su dominio de anquirinas, (B) la region transmembranal con 6 cruces (S1-S6)y, (C)
el carboxilo terminal, con la region TRP y los sitios de unién a PKA, PKC, PIP2 y

calmodulina.3’

Finalmente, el carboxilo terminal esta formado por el dominio TRP (TRP-D) el cual
interactla con la seccion pre-S1, lo que sugiere una funcion estructural de este sitio.
Después del dominio TRP, existen varios sitios de fosforilacién sensibles a protein
cinasa A (PKA) y protein cinasa C (PKC), y sitios de union a calmodulina y a fosfatidil

inositol-4,5-bisfosfato (PIP2).38
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[11.2.3. Activadores y regulaciéon del TRPV1.

El TRPV1 se activa por diferentes estimulos moleculares o externos al organismo
como son el calor, el pH (< 5.9), el compuesto irritante del chile (la capsaicina), los
compuestos sulfurados derivados del ajo (la alicina), derivados de la pimienta negra
(la peperina), iones extracelulares como Na*, Mg?*, Ca?*, el ATP, el
Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), el 6xido nitrico, el gingerol del jengibre, las
toxinas derivadas del veneno de las arafias y las medusas son también agonistas

de los TRPV1 3940
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Figura 7. Representacion esquemdtica de la sintesis, degradacion y mecanismo de

accién de un endocanabinoide sobre el receptor canabinoide. ElI compuesto
endovaniloide debe producirse en cantidad suficiente para generar la activacién del
receptor TRPVL, la sintesis y rompimiento del mismo debe ser muy cercano al

receptor,41

Existen también agonistas enddgenos denominados endovaniloides, un
endovaniloide es sintetizado y liberado en suficiente cantidad para estimular la
respuesta del TRPV1 por interaccion directa (Figura 7), el endovaniloide debe ser
de vida media corta, de tal manera que, el mecanismo de sintesis y rompimiento de

los endovaniloides debe ser muy cercano al TRPV1. Dado que los sitios de union a
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ligandos enddgenos de los TRPV1 son intracelulares, significa que el ligando es
sintetizado dentro de la célula o existe un mecanismo de transporte especifico hacia

la célula para cada ligando # 42

Tres diferentes clases de lipidos se conocen como activadores del TRPV1, las N-
acil-etanolaminas (AEA), algunas lipooxigenasas que intervienen en la ruta del
acido araquidénico, la N-acil-dopamina (N-araquinodildopamina, N-oleoildopamina)
y los linfocitos B del tejido adiposo (células B1) que regulan la respuesta inflamatoria
local y producen leucotrienos, como el leucotrieno B4 que también es agonista del

TRPV1.#

Los cambios de pH activan al receptor aumentando los niveles de Ca?* intracelular
y la despolarizacion de la membrana. ElI Ca?* también funciona como segundo
mensajero activando rutas de sefializaciébn como la proteina quinasa C (PKC) y la
quinasa dependiente de calmodulina (CAMKII) quienes fosforilan al TRPV1,
regulando su funcién. La mayoria de estos agonistas reducen el umbral de
activacion térmica del receptor desde 42°C a 35°C, activando el receptor a

temperatura corporal y generando hiperalgesia.**

[11.2.4. Relacion entre el receptor TRPV1 y la Hipertension Arterial.

La HTA es un padecimiento que involucra diferentes rutas metabdlicas, de hecho
diferentes estudios han tratado de explicar el papel que juega cada ruta en el
desarrollo de la hipertension. En la patologia de esta enfermedad, se observa el
desarrollo de la inflamacion de las arterias y los vasos sanguineos, que se extiende

como un remodelado vascular y que da como resultado la disminucion de flujo en el
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lumen de las arterias y los vasos sanguineos, ocasionando que el corazén tenga un
aumento en su trabajo cardiaco, bombeando la sangre con mas fuerza y

aumentando la presion sanguinea.

Se han descrito, diferentes mecanismos que intervienen en ese proceso
inflamatorio, uno de esos mecanismos esta ligado a la activacién del receptor
TRPV1 (Figura 8). Como ya se ha mencionado, este receptor se expresa en
diferentes tipos celulares y se ha detectado en las células endoteliales vasculares,
donde se ha descrito que es capaz de activar enzimas como la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). Estudios recientes relacionan la actividad del TRPV1 como un
atenuante de la respuesta inflamatoria, sin embargo aun se desconoce el
mecanismo especifico, datos experimentales han demostrado el efecto protector del
receptor TRPV1, relacionandolo con la disminucion de la inflamacién en células
endoteliales de cordones umbilicales de ratones hipertensos, a través de la

activacion de la via Ca2*/PI3K/Akt/eNOS/NO #°

Otros reportes indican que este receptor esta involucrado con la regulacién del
estrés oxidativo,*® y que el aumento de la concentracién de radicales libres es capaz
de bloquear los canales TRPV1, sugiriendo la existencia de un ciclo entre la
produccion de radicales libres y el bloqueo del receptor TRPV1 4’ Por lo anterior es
evidente el papel protector del receptor TRPV1 en el tejido cardiaco, aunque se ha
encontrado también que esta asociado a la hipertrofia cardiaca es mas fuerte la
evidencia que sefala el papel protector del receptor en el tejido cardiaco y la
hipertension. Aunque el mecanismo exacto de esta proteccion no ha sido bien
descrito aun.
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Figura 8. El papel del receptor TRPV1 en la hipertension. De acuerdo con estudios
recientes, la activacién del receptor TRPV1 genera un influjo de Ca?*, el cual a su vez
activa otras vias de sefializacion, una de ellas genera el aumento de expresion de la
enzima eNOS-POy, lo cual tiene como consecuencia un aumento en la concentracion
de NO y asi favorecer la rejalacion de las células musculares lisas vasculares,
progresando esta condicion a las células vasculares del musculo liso vascular a través
de la activacion de los canales de K* y la despolarizacion celular *

[11.2.5. La capsaicina como activador exdgeno del receptor TRPV1.

La capsaicina fue aislada en 1876, su estructura determinada en 1919 y fue
sintetizada en 1930.4%9°051 | a capsaicina, la dihidrocapsaicina, la
nordihidrocapsaicina, la homocapsaicina y la homodihidrocapsaicina forman a los
capsaicinoides, de los cuales, la capsaicina y la dihidrocapsaicina constituyen el
90% del total de capsaicinosides encontrados en la mayoria de las frutas

pertenecientes al género Capsicum (Figura 9).5?
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Figura 9. Estructura de los capsaicinoides mas comunes. Todos los capsacinoides
tienen un anillo estructural en coman, sin embargo todos difieren en unidades Scoville
de pungencia %!

La capsaicina es una molécula lipofilica lo cual facilita su difusion a través de la
membrana plasmatica. Se ha demostrado en experimentos donde se silencia la
expresion del canal con RNA de interferencia, que este silenciamiento disminuyo el
efecto de la capsaicina sobre el TRPV1, observado en la disminucién de la entrada
de calcio y en la adipogénesis en los adipocitos 3T3-L153 Aunque el TRPV1 fue
primero descrito en las fibras nerviosas sensoriales, su presencia ha sido descrita

en otros tejidos como los ganglios trigeminales, los ganglios de la raiz dorsal, las
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neuronas, la vejiga urinaria, los testiculos, los adipocitos, las células de musculo
liso, células endoteliales, células b pancreaticas, higado, corazén, musculo

esquelético y rifién.5

La capsaicina se une al TRPV1 del lado citosdlico celular, a través de su sitio de
unioén especifico y altera alostéricamente las propiedades del TRPV1, promoviendo
la apertura del canal y permitiendo la entrada de Ca*™*, esta entrada de calcio
provoca un cambio en las propiedades eléctricas de la célula, permitiendo la
liberacién de neurotransmisores, como la substancia P y el péptido relacionado al
gen de la calcitonina (CGRP). La literatura ha mostrado que la concentracién de
capsaicina donde se observa una mayor probabilidad de apertura del TRPV 1 esta
alrededor de 700 nM. El TRPV1 se ha identificado también en las células 3
pancreaticas y su activacion se asocia con una mayor eficiencia en la secrecién de

insulina.

Otra de las funciones ampliamente estudiadas con respecto a la capsaicina y el
TRPV1, es la sensaciéon al dolor; una exposicion a altas o a repetidas dosis de
capsaicina produce desensibilizacion del TRPV1, generando analgesia. Ademas del
tratamiento sobre el dolor, la capsaicina puede ser utilizada para tratar
enfermedades como la obesidad o las enfermedades cardiovasculares, y se ha
reportado que puede estar involucrada en los procesos antiinflamatorios,
antiapoptoéticos, anticancerigenos, antioxidantes y neuroprotectores, dandole a la

capsaicina un gran poder benéfico sobre la salud en el ser humano.%®
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[11.2.6. La anandamida como el activador endégeno del receptor TRPV1.

Como ya se ha mencionado el receptor vaniloide TRPV1 es parte de una familia de
canales, este receptor es un canal catidnico no-selectivo que integra multiples
estimulos nocivos y se asocia con la pato-fisiologia de varias enfermedades, y que
se activa por los compuestos vaniloides naturales, capsaicina y resiniferatoxina

(RTX), el calor y el pH.%®

Ca?*, Na?*

Ca?*, Na?*

Figura 10. Mecanismo de accion de la anandamida (AEA) relacionada al receptor
TRPV1. En el diagrama se explica como actla la anandamida en los receptores
celulares, la anandamida se difunde a través de la membrana gracias a la ayuda de un
transportador de anandamida (AMT), el cual la ingresa y ésta puede interactuar
directamente con el receptor TRPV1 despolarizando la membrana y permitiendo asi el
flujo de sodio y calcio a través del canal. En otra ruta, la anandamida se une al receptor
canabinoide y actlia a través del fosfatidilinositol unido a la fosfolipasa C (PI-PLC), se
estimula la activacion de la protein cinasa C (PKC) que de igual forma actda sobre el
receptor TRPV1 y despolariza la membrana para permitir el flujo de sodio y calcio a
través del canal ®’

Sin embargo, la capsaicina no es sintetizada en el organismo, el efector endégeno

mas conocido del receptor TRPV1 es la anandamida, un endocanabinoide (N-
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araquinoil-etanolamida), debido a su habilidad por interaccionar y activar a los
receptores canabinoides CB1y CB2. La anandamida es sintetizada en la célula como
un compuesto poliinsaturado derivado del acido araquidonico, su estructura muestra
gue no es un analogo vaniloide, y la interaccion con el TRPV1 es altamente
especifica. Tiene una constante de inhibicion (Kj) de aproximadamente 2 uM, muy
similar al que tiene la capsaicina, lo cual le da una alta afinidad por el TRPVL1.
Aunque, a diferencia con la capsaicina, la anandamida tiene una menor potencia de

accion sobre el receptor.>’

La anandamida es rapidamente hidrolizada por la acido graso amida hidrolasa
(FAAH), generando acido araquiddnico y etanolamida. El acido araquidonico es
oxigenado por las lipooxigenasas, formando 12-(S)- y 15-(S)-HPETE, 5-(S)HETE y
LTB4 que son agonistas del TRPV1. La Anandamida también es sustrato de las
lipooxigenasas, generando HPETE etanolamidas (HPETEE) y HETE etanolamidas

(HETEE) que también son agonistas del TRPV1 (Figura 10).58

La acido graso amida hidrolasa (FAAH), es la enzima que se encarga de metabolizar
a la anandamida, en acido araquiddnico y etenolamina. Se cree que la anandamida
se une de la misma manera que la capsaicina al receptor TRPV1. Al observar ambas
estructuras, se puede ver que solo tienen en comun el grupo urea y una cadena

carbonada, a la cual se atribuye la unién al receptor TRPV1.5°

[11.2.7. La capsacepina, un antagonista del receptor TRPV1.

Como ya se habia mencionado la capsaicina es uno de los principales compuestos
guimicos del chile y promueve la apertura de canales selectivos a calcio y sodio, asi
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como, la salida de potasio en aquellas células sensibles al farmaco. La posibilidad
de la existencia de una molécula antagonista especifica para la capsaicina se
investigd por mucho tiempo, utilizando al rojo de rutenio como antagonista, pero se
demostré que este colorante no es especifico para la capsaicina. Hasta que se
descubrié la capsacepina, quien hasta la fecha es utilizado como un antagonista
competitivo y especifico de la capsaicina, especificamente sobre el canal TRPV1
provocando la inhibicién de la respuesta que tiene el organismo a los compuestos

vaniloides.®°

[11.3. El Sistema Renina Angiotensina (RAS).

El organismo esta formado por diferentes sistemas y érganos, los cuales deben
funcionar en sincronia para mantener al organismo. Uno de esos sistemas,
corresponde al llamado eje renina-angiotensina-aldosterona o sistema renina-
angiotensina-aldosterona, indispensable para el correcto funcionamiento del

organismo (Figura 11).

Este sistema se encarga de mantener la tonicidad vascular regulando el volumen
del liquido extracelular y la presién arterial. A través de este sistema el agua, la
sangre, el plasma, la linfa y el liquido intersticial estan finamente controlados para
gue 6érganos, como el corazon y el rifion, funcionen adecuadamente sin que exista

algun desbalance entre ellos.5*

Como lo indica el nombre, la renina y la angiotensina son dos componentes
importantes del sistema, la renina es una proteina de 340 aminoacidos, secretada

por las células granulares del rifidn, el precursor de la renina es la prorenina, y
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corresponde a una proteina de 406 aminoacidos, que es transformada
proteoliticamente en el rifidén por la enzima, neuroendocrino convertasa 1, y no-
proteoliticamente en muchos tejidos por el receptor renina/prorenina. La renina se
encarga de hidrolizar el angiotensind6geno en Angiotensina I. El angiotensinégeno
es un miembro de la familia de Serpinas (SERPINAS8). Los niveles de
angiotensindbgeno pueden aumentar por la presencia de corticosteroides,
estrogenos, la hormona tiroidea y los niveles de Angiotensina Il. La Angiotensina |,
puede ser catalizada en los capilares pulmonares, las células endoteliales y las
células epiteliales del rifidn, por accidén de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA), esta enzima es una carboxipeptidasa, que transforma la Angiotensina | en

Angiotensina I1.6?
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Figura 11. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. La renina es sintetizada en el
rifién y los glomérulos renales, es una aspartilproteasa encargada de hidrolizar el
Angiotensinogeno en Angiotensina | (Angl), la cual es rapidamente hidrolizada por la
enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) en Angiotensina Il (Angll), éste Ultimo es
el efector mas importante del sistema, pues es un vasoconstrictor que funciona a través
del SNC, la corteza adrenal donde actlia a través de la aldosterona, la sangre y los
tejidos. Sobre la Ang Il actia la ECA2 que la convierte en Angiotensina lll, sin embargo
esta Ultima tiene el 40 % de actividad presora en comparacion con la Ang 11, 6

La activacion del sistema renina-angiotensina es un importante mecanismo que
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contribuye a que ocurra la disfuncién endotelial, el remodelado vascular y la

hipertension.

[11.3.1. Regulacién de la HTA con el Sistema Renina Angiotensina

El Sistema Renina Angiotensina (RAS) lleva de conocerse alrededor de un siglo,
desde que fue descubierta la renina por Tigerstedt y Bergman en 1898; este sistema
requiere la interaccién de mdultiples érganos que involucran la produccién hepatica
de angiotensindgeno que es transformado en Angiotensina | (Ang 1) por la renina,
una proteasa generada en el aparato yuxtaglomerular, seguido de un segundo
rompimiento a Angiotensina Il (Angll) por accion de la enzima convertidora de
Angiotensina (ACE) localizada en la superficie del endotelio pulmonar. La
produccion de los mdaltiples componentes de RAS ha sido encontrada en una

variedad de tejidos incluyendo el rifion."®

Una inapropiada activacion intrarenal de RAS se ha asociado como un importante
mecanismo en padecimientos como la hipertension y la enfermedad renal. Sin
importar que se trate de estas, no hay una evidencia clara de un aumento en la
actividad de la renina plasmatica, la renina o la Angiotensina IlI; ademas, la
participacion de RAS es capaz de disminuir la presion sanguinea en presencia de

supresores o una elevada actividad de la renina.”®

Este sistema se encarga de mantener la tonicidad vascular al regular el volumen de
liquidos extracelulares y la presion arterial, debido a que en este sistema el agua, la
sangre, el plasma, la linfa y los liquidos intersticiales estan estrechamente regulados

por la accion pulsante del corazén y la accién de filtracion del rifion. Como hemos
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mencionado, cualquier dafio en el funcionamiento de este sistema puede terminar
en la alteracién de la presion sanguinea, generando un padecimiento crénico o

agudo y en algunos casos hasta la muerte.”

[11.3.2. Los receptores a Angiotensina ll, AT1y AT2.

La Angiotensina Il es el principal efector del sistema renina angiotensina, a través
de los receptores a Angiotensina Il Tipo 1 (AT1) y Tipo 2 (AT2). Sin embargo, la
activacion de ambos receptores estimula diferentes mecanismos y/o vias de
sefializacion y producen diferentes respuestas bioldgicas. Los efectos
hemodindmicos y no-hemodinamicos de la Angiotensina Il, a través del receptor
AT1, incluyen su habilidad para regular la presién sanguinea, mantener el balance
agua-electrolitos, promover la vasoconstriccion, también se ha visto una regulacion
sobre el crecimiento celular que es directamente regulado por el receptor AT1
(Figura 12). Sin embargo, los efectos biologicos y funcionales regulados a través
del receptor AT2 son aun, poco comprendidos. Varios estudios han enfatizado, que
la activacion del receptor AT2 se encarga de regular el desarrollo de los tejidos y
organos, asi como, proporcionar de cierta manera, un mecanismo de contra-

regulacion de los efectos regulados por el receptor AT1.63 64

Los niveles fisiologicos de la hormona Angiotensina Il (Ang Il), se encargan de
regular la presion sanguinea, la homeostasis de los fluidos corporales, asi como
mantener la homeostasis cardiovascular y renal debido a la activacion del Receptor
a Angiotensina Il Tipo 1 (AT1 R), que es parte de la superfamilia de los receptores
acoplados a proteinas G. La interaccion entre el receptor AT1 y la Angiotensina Il
desencadenan diversos procesos celulares que contribuyen al desarrollo de
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hipertension y promueven dafio en los érganos asociados a la hipertension. De tal
manera que, enfermedades como la hipertension, la enfermedad arterial coronaria,
la hipertrofia cardiaca, el dafo cardiaco, la arritmia, el derrame cerebral, la
nefropatia diabética, el corazén isquémico y las enfermedades renales estan

asociadas a la sobre estimulacion del receptor AT1.%°

Receptor ATI

U'f\( N
E.L A
<y

FTOGESEY
|ap uopezawIq

Activacién ligando-dependiente  Alteracién de la sefializacién Sefalizacion parcial

Figura 12. Estructura del receptor ATI. Este receptor cuenta con 7 dominios
transmembranales y se encuentra acoplado a la proteina G reguladora, cuando los
receptores AT1 presentes en el MLV son activados por el agonista y se acoplan a
complejos que activan efectores que incluyen la PLC, PLA2 y PLD. La activacion de la
PLC produce IP3y DAG. El IPs se une a sus receptores presentes en el reticulo
sarcoplasmico abriendo canales de Ca?* que permiten en incremento de sus niveles
intracelulares, desencadenando el mecanismo de contraccion del MLV &2

Todas esas patologias pueden ser tratadas con farmacos bloqueadores especificos
para el receptor AT1, conocidos como bloqueadores de los receptores de
Angiotensina Il (ARBs). Los ARBs son moléculas de bajo peso molecular no-
peptidicas con una alta especificidad al receptor AT1, existen ocho tipos de ARBs
gue son utilizados como antihipertensivos y que funcionan como inhibidores

39



competitivos de la Angiotensina Il con el receptor AT1.

El losartan, candesartan, olmesartan, valsartan, ibersartan, comparten una
estructura comdn y se les conoce como bifenil-tetrazolio ARBs. El Azilsartan es
derivado del candesartan por sustitucion del oxidazolio por tetrazolio. El Telmisartan
y el eprosartan tienen diferencias estructurales comparados con el bifenil-tetrazolio.
En particular, el Telmisartan contiene un grupo carboxilo en lugar del tetrazolio en
la posicion 2° del grupo bifenilo. Los ARBs se clasifican de acuerdo a su patron
inhibitorio, que se determina de acuerdo a una curva de concentracion con
Angiotensina Il, y la velocidad de disociacion del receptor. Los ARBs bifenil-
tetrazolio son los farmacos mas utilizados para el tratamiento de la hipertension y

enfermedades cardiovasculares.5%

El receptor a Angiotensina Il Tipo 2 (AT2 R) ha sido reconocido como parte integral
de la proteccién ejercida por el Sistema renina-angiotensina. Y aunque comparte
con el receptor AT1 el mismo ligando, Angiotensina I, promueve diferentes y a

menudo efectos opuestos a los que lleva a cabo el receptor AT1 (Figura 13).

El receptor AT2 es uno de los componentes clave en la regulacion de la
nefrogénesis. La expresion del receptor AT2 es alta cuando hay dafio agudo en el
rindn y disminuye en la enfermedad renal cronica. La estimulacion del receptor AT2
con agonistas enddégenos como la Angiotensina Il 0 agonistas exégenos provoca un
aumento en los niveles del receptor AT2, ECA2, Ang (1-7) y la expresion del receptor

MAS, asi como la disminucion del receptor AT1, ECAy la expresion de renina.®’
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Figura 13. Mecanismos que involucran la proteccion renal regulada por el receptor AT2
en la enfermedad renal. En la enfermedad del rifion los niveles del receptor AT2 se
encuentran elevados ya que es capaz de antagonizar los efectos del receptor AT1 a
través de la produccion de sustancias vasodilatadoras, la inhibicion del crecimiento y la
proliferacion de células por induccion de la apoptosis, aumenta la concentracion de la
ECA2 y la produccién de Ang- (1-7) y el receptor MAS. Asi como también favorece la
nefrogénesis y disminuye la inflamacion y el estrés oxidativo que conlleva a una
disminucién de la fibrosis y a un aumento de la funcién renal.”

En el corazon, el receptor AT2 esta presente en los fibroblastos, los miocitos y las
células endoteliales, y esta regulado de diferentes maneras, dependiendo del
tiempo después de un dafio. Por ejemplo, una semana después de un infarto al
miocardio, la expresion del receptor AT2 en el corazén de una rata se ve aumentado
y se localiza con las células T inflamatorias y las células progenitoras en la zona

periférica al infarto.®

Desde que se describio el receptor AT2 en 1999, muchos avances se han llevado a
cabo tratando de explicar su funcion protectora, en tejidos dafiados principalmente,

a pesar de las dificultades para evaluar su papel fisioldgico en el tejido sano o
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durante el desarrollo fetal, si se ha observado su papel benéfico en enfermedades

cardiovasculares y renales.%°

[11.4. Papel del Proliferador Peroxisomal tipo gamma (PPARYy) en la HTA.

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARS), son factores
transcripcionales activados por ligando que pertenecen a una superfamilia de
receptores nucleares. Tienen un papel muy importante en el metabolismo de la
glucosa y los lipidos, aunque también se ha demostrado su participacion y
proteccion en los efectos vasculares causados por la diabetes, la hipertension, la
aterosclerosis, el infarto al miocardio, debido a que se ha descrito que tiene una

funcion antiinflamatoria, antiaterogénica y antioxidante.”

Tras la interaccién con su ligando, los PPARs se translocan al nucleo, donde se
dimerizan con el receptor retinoide X (RXR), esos heterodimeros regulan la
transcripcion de una serie de genes que tienen en su promotor una secuencia
llamada elementos de respuesta a PPAR, donde los heterodimeros interaccionan
directamente. Los ligandos naturales de los PPARs incluyen a los acidos grasos

insaturados y las prostaglandinas.’

En el humano, se han descrito tres isoformas de PPARSs, codificadas por diferentes
genes: PPARa. PPARp/5 y PPARYy. El PPARa se expresa principalmente en tejidos
con alta actividad metabdlica, como el higado, los tubulos proximales del rifion, la
grasa café, el corazén y el musculo esquelético;” y los genes que regulan son
principalmente los relacionados con la -oxidacion, la proteina transportadora de

acidos grasos, la traslocasa de acidos grasos, la lipoproteina lipasa y las
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apoproteinas A-1y A-Il; PPARa es activado por derivados del acido fibrico (fibratos);
de tal manera que, la activacion del PPARa promueve la lipolisis y la oxidacion de

los acidos grasos, disminuyendo los niveles de triglicéridos en plasma y

aumentando los niveles de HDL-C 76

La expresion de PPAR B/6es ubicua, con relativos niveles altos en musculo
esquelético y macréfagos; su activacion provoca un aumento en la oxidacion de
acidos grasos en los musculos y mejora la sensibilidad a la insulina en modelos
animales resistentes a insulina. También se ha observado que la activacion de
PPAR /3, en las células esponjosas de macréfagos disminuye la actividad de la
lipoproteina lipasa, aumenta la B-oxidacion y la captacion de acidos grasos, asi
como inhibe la expresion de citoquinas inflamatorias inducida por LDL. Los
agonistas de este factor de transcripcion estan teniendo una gran importancia dado
su papel en la obesidad, la diabetes y la aterosclerosis, se ha visto que normalizan
el perfil lipidico en plasma, previenen la formacién de células espumosas y reducen

el riesgo cardiovascular, todo esto en modelos animales.”’

En el caso de PPARYy, se expresa abundantemente en tejido adiposo y, en menor
grado, en macrofagos y otros tipos celulares, y se encarga de regular la
adipogenesis (el almacenamiento de lipidos) y la homeostasis de la glucosa. En el
caso de PPARYy, el gen que lo codifica tiene varios promotores y exones 57, lo cual
da como resultado tres diferentes RNA mensajeros (PPARy1, PPARy2 y PPARY3).
La traduccion de PPARy1 y 3 resulta en tres proteinas idénticas, mientras que el

producto de la traduccion de PPARYy2 genera una proteina con 30 aminoacidos extra
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en la region amino terminal.”® Los activadores de este factor de transcripcion, las
tiazolindinedionas (TZDs), provocan la reduccién de la inflamacion y mejoran la
sensibilidad a insulina; y se utilizan normalmente en la clinica para el tratamiento de
la diabetes, aunque su potencial terapéutico puede ser mayor dado que presentan

una actividad pleiotropica (Figura 14).

.+ Senalizacion de Ang Il

+ Senalizacion de TGF-p + | Aneurismo aortico
! Transportador 4 de glucosa
- Injurla
= = , Apoptosis, :supervivencia de (ERK % y otros) —+ isquemia/reperfusion
"Activacién de PPARY
+ Inflamacion = > Rechazo de alohinjerto

Proliferacién de células musculares lisas

v vasculares .
» Reestenosis

v

+ Se mantiene la apoptosis
, Resistencia a la insulina

Figura 14. Efectos pleiotropicos de la activacion de PPARYy. Los efectos de los
receptores activados por proliferadores peroxisomales del tipo gamma generan
diversas respuestas en el organismo que no estan relacionadas entre si. Al activarse
este receptor disminuye la sefializaciéon de Ang 1l y la sefializacion de Factor de
Crecimiento transformante Beta (TGF-B) que regula la proliferacién y diferenciacion de
algunos tipos celulares, disminuye la inflamacion y la proliferaciéon de células

musculares lisas vasculares.’’

Los PPARs son grandes reguladores de la hipertension, el efecto que tienen los
agonistas de PPARYy sobre la disminucion de la presion sanguinea ha sido reportado
por diferentes investigadores. Se ha observado que las TZDs disminuyen la
expresion de los componentes del Sistema renina-angiotensina, basicamente el
receptor a Angiotensina Il Tipo 1 (AT1), en las células de musculo liso vascular y de
manera dosis dependiente. Sin embargo, estudios in vitro han demostrado que los
agonistas de PPARy tienen un efecto inhibitorio en la aldosterona sintasa inducida

por Angiotensina Il y en la secrecién de aldosterona, también se ha observado que
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los agonistas de PPARYy suprimen a la fosfatidilinositol 3 kinasa y la MAP kinasa
inducidas por Angiotensina Il in vivo. Todos esos factores indican que la activacion

de PPARYy tiene un papel muy importante en el control de la hipertension.”

[11.5. Papel de la GTPasa pequefia Rho en la HTA.

Ademas de formar parte de la regulacion de la organizacion del citoesqueleto y
funciones celulares como la adhesién celular y la migracién, se ha encontrado
evidencia de la participacion de la familia de GTPasas pequefias llamadas Rho,
también conocidas como proteinas G monoméricas, en diferentes funciones
fisiolégicas, uno de los mejores ejemplos, es su papel sobre el control de la presiéon
sanguinea. La superfamilia de las GTPasas pequefias comprende mas de 100
proteinas estructuralmente relacionadas. Las GTPasas pequefias son activas
cuando tienen unido GTP e inactivas cuando contienen GDP, en su estado activo
se unen efectores que regulan diferentes funciones biolégicas, ademas de que son

controladas por distintas clases de proteinas reguladoras.

La presion arterial es un parametro fisiolégico altamente regulado por diferentes
mecanismos, que permanentemente ajustan la circulaciéon sanguinea para el aporte
de nutrientes y oxigeno a todos los 6rganos Y tejidos del cuerpo dependiendo de su

demanda.

Hay tres principales mecanismos de regulacion de la presion sanguinea: la
contraccion de las arterias pequenias, el control del volumen sanguineo por el rifion

y la regulacioén del gasto cardiaco.
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Figura 15. Papel de RhoA en la regulacién de la contraccién del masculo liso, el estado
contréactil es determinado por el nivel de fosforilacion de la cadena ligera de miosina (P-MLC),
que es controlado por la actividad de las enzimas MLC kinasa (MLCK) y MLC fosfatasa

(MLCP).80

Las células del musculo liso vascular, localizadas en la capa media de las arterias
son células altamente especializadas cuya principal funcién es contraerse y
relajarse para modular el diametro del lumen arterial, y por lo tanto controlar la
resistencia del flujo sanguineo y finalmente controlar la presion sanguinea. La
vasodilatacion y la vasoconstriccion son procesos regulados por factores solubles
locales, como los factores derivados del endotelio (6xido nitrico (NO), endotelina-1
(Et-1), tromboxano A2 (TxA2), etc), mediadores liberados de terminales nerviosas
(noradrenalina) y por mecanismos neurohormonales (Angiotensina Il (Angll),
adrenalina). La contraccion de las células del muasculo liso vascular depende de la
fosforilacion de la cadena ligera de 20 kDa de la miosina (MLC). Esta cadena es

fosforilada por la MLC kinasa dependiente de Ca**-calmonulina (MLCK) activada
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por un aumento en la concentracion de Ca**, y se defosforila por la MLC fosfatasa

(MLCP) independiente de Ca** (Figura 15).8°

Los vasoconstrictores como la Ang Il, la noradrenalina, la Et-1 o el TxA2, actdan por
interaccion con proteinas G acopladas a receptores, induciendo la contraccion
muscular y promoviendo el aumento citosélico del Ca*™ asi como aumentando la
sensibilidad del aparato contractil, principalmente inhibiendo la actividad de la

enzima MLCP y provocando un aumento en los niveles de MLC fosforilada.

Diferentes estudios han demostrado que el efecto sensibilizador del Ca** de los
vasoconstrictores, se le atribuye a RhoA y su enzima blanco, Rho kinasa (Rock).
Después de la activacion de RhoA, Rock se encarga de fosforilar MYPT-1 la

subunidad regulatoria de MLCP, inhibiendo su actividad.8?

En particular, Rock 2 tiene una funcién primordial en la regulacion de contraccion
del muasculo liso vascular, a pesar de que Rockl también se expresa en las mismas
células. Como ya hemos hablado, la hipertension se define como un nivel elevado
y mantenido de presién arterial sistélica y/o diastélica y un mayor factor de riesgo
para la morbilidad y mortalidad cardiovascular. La patogénesis de la hipertensién es
multifactorial, su origen es ain desconocido y tanto la patogénesis de la hipertension
como el mecanismo basico del control de la presidbn sanguinea son aun

insuficientemente entendibles (Figura 16).
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Figura 16. El aumento de la actividad de RhoA y Rock tiene un papel fundamental en
la hipertensién, sin importar el modelo animal que sea utilizado (SHR, Angll, L-NAME
0 sal DOCA). Los inhibidores de Rock disminuyen la presién sanguinea y pueden
actuar a nivel de las arterias, el rifién y el SNC.81

La demostracion del papel causal de la sefializacion de RhoA/Rock en la presion
sanguinea ha sido probada utilizando Y27632, el primer inhibidor descrito de Rock,
la inhibicién in vivo de Rock con Y27632 disminuye la presién sanguinea, lo cual se
ha confirmado con el uso de otros inhibidores de Rock, o el fasudil y el SAR407899
en modelos animales que incluyen las ratas espontaneamente hipertensas (SHR),
la hipertension inducida por Ang-Il asi como la hipertension inducida con L-NAME.
Andlisis bioquimicos han demostrado el aumento en la actividad de RhoA y Rock
en arteria de ratas SHR o ratas con hipertensién inducida, son responsables del
aumento de la presidbn sanguinea, al parecer todos estos factores también
dependen de la activaciéon de RhoA/Rock, convirtiendo este sistema en un punto de

convergencia de la patogénesis de la hipertensién.8283
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[11.6. El estrés oxidativo (EO) en la HTA.

Los radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS) son generados durante
el metabolismo del oxigeno y se balancean a través de la velocidad de formacion y
eliminacién de oxidantes. El estrés oxidativo es el resultado del desbalance entre la
generacion de especies reactivas a oxigeno y el sistema de defensa antioxidante.
El estrés oxidativo esta asociado a la disfuncion endotelial, inflamacién, hipertrofia,
apoptosis, migracién celular, fibrosis y angiogénesis, todo en relacion con la

remodelacion vascular en la hipertension.

Se ha demostrado que las especies reactivas a oxigeno tienen un papel muy
importante en la patofisiologia de la hipertension. La vasculatura es una fuente rica
de NADPH oxidasa la cual produce la mayoria de especies reactivas en la célula y
juegan un papel importante en la disfuncion renal y el dafio vascular. Se ha
demostrado que el aumento en el estrés oxidativo es el mas importante regulador
de dafio endotelial en la patologia de la hipertensién asociada al aumento de la
produccién de pro-oxidantes como es el peréxido de hidrégeno, la sintesis de 6xido
nitrico reducido y la disminucién de la disponibilidad de antioxidantes y en la
biodisponibilidad de NO (Figura 17). 8

El Oxido Nitrico es un gas inorganico, un radical libre y un compuesto muy pequefio;
su funcién en la biologia vascular fue descrita alrededor de 1980. En los mamiferos

es sintetizado endogenamente al transformar la L-arginina en L-citrulina.
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Figura 17. Generacion de EROS en el endotelio vascular. La NAPDH oxidasa genera
especies reactivas de oxigeno como mecanismo de defensa ante microorganismos
patdgenos, existe un balance entre el estrés oxidativo y la respuesta antioxidante del
organismo, sin embargo, cuando ocurre un desbalance entre las vias involucradas
ocurre el remodelado vascular que se caracteriza por crecimiento celular, migracion
celular, inflamacion del endotelio, contraccion y fibrosis 8

En general, la reaccion oxidativa involucra dos reacciones separadas de mono-
oxigenacion que utilizan el oxigeno molecular, al NADPH como donador de
electrones y hemo proteinas; y al falvin mono-nucleétido (FMN), al flavin adenin di-
nucleétido (FAD), y al (6R-)5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores. Las
enzimas NOSs son una familia de enzimas que catalizan la produccién de 6xido
nitrico a partir de L-arginina en el organismo; hay tres diferentes isoformas de NOS,
la NOS neuronal (nNOS o NOS 1), la NOS inducible (iNOS o NOS Il) y la NOS
endotelial (eNOS o NOS Ill). La nNOS y la eNOS son enzimas constitutivas, y se
encargan de generar y liberar 6xido nitrico en células en reposo, como son las
células nerviosas y las células endoteliales, manteniendo asi la regulacion a largo

plazo la transmision sinaptica y la regulacion del tono microvascular.

El NO es una molécula que tiene las caracteristicas de un neurotransmisor; tiene
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actividad vasodilatadora, es estimulante de la sintesis de muasculo liso vascular, es
anti-agregante plaquetario, y esta involucrado en enfermedades como hipertension,
shock séptico, inflamacién y demencia, entre otras. Moncada y cols., demostraron
en células endoteliales vasculares, que el aminoacido L-arginina es el precursor de
la sintesis del NO. Debido a su naturaleza gaseosa, el 6xido nitrico no puede ser
almacenado en el interior de vesiculas, en consecuencia, cuando una célula
produce oOxido nitrico, éste escapa a través de la membrana celular difundiendo a
las proximidades. Esa misma propiedad de atravesar las membranas permite al

oxido nitrico afectar a otras células sin necesidad de receptores en la superficie 8

El endotelio de todo el organismo estd profundamente involucrado en multiples
funciones, sintetizando, metabolizando y liberando un nimero de sustancias que
ejercen efectos de modo autocrino, paracrino o epicrino. Entre estas sustancias se
destaca el 6xido nitrico, por su papel central y fundamental en varias funciones
endoteliales, tales como la regulacion del tono vasomotor, la inhibicion de la
actividad plaquetaria, el mantenimiento del balance entre los procesos de trombosis
y fibrinolisis y la regulacion del reclutamiento de células inflamatorias dentro de la

pared vascular 86

Una disminucion en la biodisponibilidad de NO y de la enzima eNOS podria
significar una reducciéon de la dilatacion dependiente del endotelio (DDE), lo cual
reduciria la actividad de los vasos sanguineos y generaria complicaciones en los
vasos sanguineos y el corazon, desencadenando los primeros indicios de la
hipertension. Se ha demostrado que el remodelado vascular esta directamente
relacionado con la hipertensién, sin embargo se sabe, de igual forma, que el sistema
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inmune participa con la generacion de EROS como H20: y O, los cuales son
utilizados para eliminar a los microorganismos patégenos que ingresan al
organismo, asi como la acumulacion de neutréfilos, macréfagos e TNF mediado a
través de la activacion de Interleucina 6 (IL-6), asi, es posible observar la
participacion de diferentes sistemas en el remodelado vascular y en el desarrollo de

HTA, razdn por la cual a ésta enfermedad se le conoce como multifactorial.

Desafortunadamente, las investigaciones aun no han podido establecer la via de
desarrollo de la HTA, es por ello que en este trabajo se estudiaron dos sistemas
fuertemente ligados a la regulacion de la presion arterial en nuestro organismo y la
posible relacion que puediera existir entre ellos a través de la expresion de enzimas
y receptores mas importantes de dichos sistemas en el ventriculo izquierdo de ratas
Wistar que fueron tratadas con L-NAME para inducirles hipertension por inhibicion
de la enzima eNOS. Asi, la activacion del receptor TRPV1 a través de la capsaicina
generd efectos sobre la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS), los niveles de éxido nitrico (NO), la expresion del mismo receptor TRPV1,
la expresion de los receptores de Angiotensina tipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2) y algunos
receptores que regulan al SRA como el proliferador peroxisomal tipo gamma

(PPARY) y la GTPasa pequefia Rho.
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La hipertension arterial es el principal factor de riesgo cardiovascular y afecta a casi
la mitad de los hombres y a cuatro de cada diez mujeres a nivel mundial, es una
enfermedad que se estd colocando como una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en el mundo, sin que México sea la excepcion, debido a su
alta incidencia y a la falta de mecanismos de deteccion temprana. Entender y
estudiar el o los mecanismos que pudieran estar involucrados en el desarrollo de la
HTA, son de vital importancia. De tal manera que cualquier proceso, via, farmaco o
molécula relacionada con la regulacion de la presion arterial y el control de la HTA,
asi como el andlisis bioquimico, fisiolégico o metabdlico de cada uno de estos
procesos o moléculas, con respecto a la dilucidacion de la HTA, son muy
importantes para el estudio y tratamiento de esta enfermedad. El estudio de
proteinas como el canal TRPV1, que se creia involucrado en funciones diferentes a
la actividad cardiovascular y por ende, diferentes a la hipertension, ha estado
proporcionando nuevos hallazgos para entender esta enfermedad. El TRPV1 se
expresa principalmente en las poblaciones de neuronas aferentes primarias, esas
neuronas se proyectan hacia el sistema cardiovascular y renal. Diversos estudios
han mostrado también que este canal es expresado en la regién del miocardio y
perivascular, lo cual implicaria un posible papel del canal en los sistemas fisioldgicos
y fisiopatoldgicos involucrados en homeostasis cardiovascular, por lo que cualquier
mecanismo de regulacion que tenga un efecto sobre la funcion del TRPV1, pudiera
estar contribuyendo a la patogénesis de enfermedades como la hipertension, la

insuficiencia cardiaca, la aterosclerosis, la diabetes, la obesidad, la isquemia del

53



miocardio y el accidente cerebrovascular. Estudios recientes sefalan al TRPV1
como un factor clave en la salud cardiovascular y la proteccion contra las lesiones
cardiovasculares. Debido a la alta prevalencia en la hipertension y los trastornos
relacionados con ella, la posible participacién del TRPV1 lo convierte en un blanco
importante en la terapia contra enfermedades cardiovasculares. Asi mismo es
importante también estudiar a otros receptores que se encuentran ligados a la
regulacion de la presion arterial a través del SRA. Es por ello que queremos
plantearnos las siguiente pregunta de investigacion: ¢Cual es el efecto de la
capsaicina y la capsacepina sobre la expresion de los receptores de Angiotensina
tipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2), los niveles de oxido nitrico (NO), la expresion de la
enzima oOxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), el proliferador peroxisomal tipo
gamma (PPARY) y la GTPasa pequefia Rho en ventriculo izquierdo de ratas Wistar
con hipertension inducida por ingesta de L-NAME, via activacién del receptor

TRPV1?
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V. HIPOTESIS.

Si la capsaicina y la capsacepina son moléculas que regulan la actividad de los
receptores TRPV1 en el corazdn, entonces en un modelo de rata hipertensa se
observaran efectos sobre algunos receptores que regulan la actividad del Sistema
renina-angiotensina como los receptores de Angiotensinatipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2),
el proliferador peroxisomal tipo gamma (PPARY) y la GTPasa pequefia Rho, asi
como la expresién de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y los niveles

de Oxido nitrico (NO).
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VI. OBJETIVOS.

VI.1. Objetivo General

Determinar el efecto de la activacién del receptor TRPV1 con Capsaicina y

Capsacepina sobre los receptores de Angiotensina tipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2), el

proliferador peroxisomal tipo gamma (PPARY) y la GTPasa pequefia Rho, asi como

la expresion de la enzima Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y los niveles de

oxido nitrico (NO), en ventriculo izquierdo de ratas hipertensas y hormotensas.

VI.2. Objetivos Particulares.

Inducir hipertension arterial en ratas utilizando L-NAME como inhibidor de la

enzima oxido nitrico sintasa (NOS).

Determinar los niveles de 6xido nitrico en suero de ratas control e hipertensas en

presencia de capsaicina y capsacepina.

Determinar la expresion del receptor AT1 en los modelos de rata hipertensa y

normotensa con capsaicina y capsacepina.

Analizar el efecto de la capsaicina y capsacepina sobre el receptor AT2 en ratas

hipertensas y normotensas.

Analizar la expresion de la enzima eNOS en ratas hormotensas e hipertensas en

presencia de capsaicina y capsacepina.

Determinar la expresion de PPAR gamma en ratas hipertensas y normotensas

con capsaicina y capsacepina.

Determinar el nivel de la GTPasa pequefia Rho en un modelo de rata

normotensas e hipertensas en presencia de capsaicina y capsacepina.
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e Analizar la expresion del receptor TRPV1 en un modelo de rata hipertensa y

normotensa en presencia de capsaicina y capsacepina.
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VIl.  MATERIAL Y METODOS.

VII.1. Material bioldgico.

Los animales experimentales fueron Ratas Wistar macho de 4 meses de edad y 300
a 350 g de peso. Obtenidas después de la aprobacion del Comité de ética del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’.

Los animales se mantuvieron en condiciones de luz normal (12 horas luz-oscuridad),
temperatura controlada (x 25°C) y humedad controlada (+ 50%); se alimentaron ad
libitum, con una dieta estandar (dieta certificada para ratas, Lab Diet 5026, PMI
Nutrition International, Richmond, IN, USA) y agua. Todos los procedimientos se

llevaron a cabo de acuerdo a lo establecido por la SAGARPA.87

VII.2. Material Quimico.

Desoxicolato de sodio (DOC), 2-mercapto etanol, N-etil-maleimida (NEM), fenil-
metano-silfonil-fluoruro (PMSF), protinina, leupeptina, Tris, TEMED, NaCl, la
capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonamida), la capsacepina (N-(2-(4-clorofenil)etil)-
1,3,4,5-tetrahidro-7,8-dihidroxi-2H-2-benzacepina-2-carbotiamida) y el L-NAME (L-
Nitro-arginina metil ester) fueron de Sigma Aldrich (St. Lowis MO). El reactivo de
Bradford, el marcador de peso molecular, el persulfato de amonio (APS) y el
duodecilsulfato de sodio (SDS) fueron de Biorad (California USA). La acrilamida y
bis-acrilamida fueron de IBI Scientific. La leche Svelty libre de grasa fue de Nestlé
(Vevey Suiza). El Kit de quimioluminiscencia fue de Millipore (Temechula, CA). Los

anticuerpos anti- AT1, anti-AT2, anti- PPARY, anti-Rho, anti-actina, anti-NOS3, y los
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anticuerpos secundarios unidos a HRP fueron de Santa Cruz Biotechnology (Santa

Cruz CA). El anticuerpo anti-TRPV1 fue de Sigma Aldrich.

VII.3. Grupos Experimentales.

Las ratas se dividieron en 8 grupos de la siguiente manera:

Grupo 1 (Normotenso): sin tratamiento

Grupo 2 (Normotenso + Capsaicina): se les administré capsaicina al dia 36

por via intraperitoneal (5mg/Kg de peso).

Grupo 3 (Normotenso + Capsacepina): se les administré capsacepina al

dia 36 por via intraperitoneal (4 mg/Kg de peso).

Grupo 4 (Normotenso + Capsaicina + Capsacepina): se les administro

capsaicina al dia 36 (5mg/Kg de peso) a las 10:00 am y a las 11:00 am se
les administré capsacepina (4 mg/Kg de peso), ambas por via intraperitoneal.

Grupo 5 (Hipertensas): recibieron un tratamiento con L-NAME durante 40

dias para inducir hipertension sistémica, en una concentracion de 200 mg/L
en el agua de bebida de los animales.®®

Grupo 6 (Hipertensas + Capsaicina): recibieron un tratamiento con L-

NAME durante 40 dias para inducir hipertension sistémica, en una
concentracion de 200 mg/L en el agua de bebida. En el dia 36 del tratamiento
se les administroé capsaicina por via intraperitoneal en una concentracion de
5mg/Kg de peso.

Grupo 7 (Hipertensas + Capsacepina): recibieron un tratamiento con L-

NAME durante 40 dias para inducir hipertension sistémica, en una
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concentracion de 200 mg/L en el agua de bebida. En el dia 36 del tratamiento
se les administré capsacepina por via intraperitoneal en una concentracion
de 4mg/Kg de peso.

e Grupo 8 (Hipertensas + Capsaicina + Capsacepina): recibieron un

tratamiento con L-NAME durante 40 dias para inducir hipertensioén sistémica,
en una concentracién de 200 mg/L en el agua de bebida. En el dia 36 del
tratamiento se les administré capsaicina (5mg/Kg de peso) a las 10:00 am y
alas 11:00 am se les administré capsacepina (4 mg/Kg de peso), ambas por

via intraperitoneal.

Notas:

1.- Todos los grupos tuvieron acceso libre al agua y a la comida.

2.- La capsaicina y capsacepina se diluyeron en una mezcla de etanol y agua a
una relacion 2:1.

3.- El tratamiento con L-NAME nunca fue suspendido en los grupos hipertensos.

4 .- A los 40 dias los animales se sacrificaron.

VIl.4. Determinacion de la presion arterial.

La presion arterial media se determind en todos los grupos por un método no
invasivo, utilizando un monitor de presion neumatico colocado en la base de la cola
de los animales determinando la presion al inicio y al final de los tratamientos.

VII.5. Extraccion de ventriculo izquierdo.
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El ventriculo izquierdo se extrajo del corazén de los animales sacrificados, el tejido
fue inmediatamente congelado en nitrégeno liquido y almacenado a -70°C hasta su
uso.

VII.6. Extraccion de proteina.

Los tejidos fueron homogenizados en un mortero con nitrégeno liquido hasta
disgregar por completo el tejido, posteriormente se trasladé el polvo a un eppendorf
y se adicioné un buffer de lisis modificado de RIPA® constituido por 25mM HEPES,
10mM EGTA, 10mM EDTA, 100mM NacCl, 10% Glicerol, 1% Triton-X100, pH= 7.5;
2.5mM PMSF, 10ng aprotinina, 10ng leupeptina, 1.25 mg/ml N-etiimaleimida, 7
mg/ml desoxicolato de sodio. Se utilizé una jeringa de insulina para hacer pasar el
lisado celular varias veces a través de una aguja y asegurar la ruptura celular total.
Los tubos se colocaron en un agitador bidimensional a 4°C durante 30 min. Posterior
a la agitacion, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min a 4°C, se
recuperd el sobrenadante que contenia la proteina total y se determind la
concentracion de proteina.

VII.7. Cuantificacidén de proteina.

La concentracion de proteina se determind utilizando el método de Bradford.*° En el
Cuadro 1 se muestra el proceso utilizado en la realizacion de las mezclas para
determinar y cuantificar la proteina, el tubo nimero 1 fue el blanco y los tubos 2 al
6 corresponden a la curva patréon con albumina, del tubo 7 en adelante
(dependiendo del nimero de muestras) corresponde a las muestras problema. La
determinacion se llevd a cabo midiendo la absorbencia a 590nm en un

espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometere Plus).
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Cuadro 1. Reactivos utilizados para determinar la concentracion de proteina por el
método de Bradford.

Tubo Albumina Muestra Reactivo de Buffer de lisis
(1 mg/ml) Bradford
1 oow | - 1ml 1.0l
2 25w | e 1ml 1.0l
3 50w | - 1ml 1.0l
4 100 | - iml 1.0l
5 50w | - 1mi 1.0l
6 200l | - 1ml 1.0l
7 | 1.0 pyl 0 o

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado

VII1.8. Determinacion de Oxido Nitrico.

La cuantificacion del oxido nitrico se realizd utilizando una alicuota de los
sobrenadantes extraidos para la cuantificacion de proteinas, una parte de ese
sobrenadante se filtré a través de membranas de nitrocelulosa de 22mm (Merck
Millipore Ltd., Tullagreen, Carrigtwohill, Cork Ireland). La determinacién se llevo a
cabo por espectrofotometria en la regién UV (490nm), a temperatura ambiente,
utilizando un espectrofotometro DW2000 (SLM-Aminco, SLM Intruments Inc.,

Urbana lllinois, USA)

VII.9. Separacion de proteinas por electroforesis.

Las proteinas se separaron por electroforesis desnaturalizante de acuerdo al
método de Laemmli.®* Dependiendo el peso molecular de la proteina a separar fue
el gel separador que se preparo, al 15 % para Rho, al 12 % para AT1, AT2, PPARy
y al 8 % para eNOS y TRPV1; y un gel concentrador al 4% en todos los casos. Se
cargaron 50ug de proteina total mezclada con un buffer de carga 3X (30% glicerol,
1.6% SDS, 3% azul de bromo fenol, 5% 2-mercaptoetanol, 125mM Tris, pH 6.8). La

mezcla se calenté a 100°C, 5 min. Se carg6 cada muestra en un carril del gel y se
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incluyé en un carril 3ul de marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual
Standards, BioRad). Se le aplicé un voltaje de 40mV durante 15 minutos, para
asegurar que las muestras llegaran al gel separador al mismo tiempo, y después se

aumento el voltaje a 100mV durante 2.5 horas aproximadamente.

VII.10. Transferencia de proteinas.

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de
PVDF, por el método de Towhin.®? Se llevé a cabo utilizando una camara hiumeda
(BIO-RAD), a 4°C y a 500mA durante 1.5 horas, para eNOS y TRPV1, 1 hora para
AT1, AT2, PPARYyy Rho, con agitacién constante. La membrana de PVDF se activo

utilizando metanol al 100%, y se coloco sobre el gel de acrilamida.

VII.11. Bloqueo de la membrana de PVDF.

Al finalizar la transferencia, se dejo secar la membrana a temperatura ambiente y
se volvié a humedecer con metanol al 100 %, para fijar aln mas las proteinas a la
membrana. Después se incubd la membrana con una solucién de leche (Svelty bajo
en grasa, Nestlé) al 5 % disuelta en buffer TBS - Tween20 al 0.1 %. La incubacion

se llevd a cabo durante toda la noche a 4 °C.

VII.12. Determinacion de proteinas por Western Blot.

La identificacion de las proteinas se realiz6 mediante inmunodeteccion. La
membrana de PVDF se incubd con un anticuerpo primario en una solucion de TBS-
Tween-20 0.1%, toda la noche, a 4°C. Al final de la incubacion, el anticuerpo

primario se recuperé y la membrana se lavo cuatro veces durante 10 minutos, con
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una solucion de TBS-Tween 0.1 %. Posteriormente, la membrana se incub6 con un
anticuerpo secundario unido a HRP, disuelto en una solucion de TBS-Tween 0.1 %.
La incubacion con el anticuerpo secundario, se llevé a cabo durante toda la noche.
Al término, el anticuerpo secundario se elimind y la membrana se lavo cuatro veces
por 10 minutos, con una solucion de TBS-Tween 0.1 %. En el Cuadro 2 muestran
los anticuerpos primarios y secundarios utilizados, su origen y concentracion; dichas
concentraciones fueron preparadas de acuerdo a lo reportado en la literatura y

probadas en el laboratorio para lograr una éptima respuesta.

Cuadro 2. Anticuerpos utilizados durante cada experimento.

Anticuerpo Dilucion Origen Marca
Rho 1:2000 Rabbit Millipore
NOS3 1:500 Mouse Santa Cruz
TRPV1 1:1000 Rabbit Santa Cruz
AT1 1:200 Rabbit Santa Cruz
AT2 1:200 Rabbit Santa Cruz
PPARy 1:500 Rabbit Santa Cruz
GAPDH 1:1000 Mouse Santa Cruz
HRP-Rabbit 1:10000 Rabbit Jackson
HRP-Goat 1:10000 Goat Jackson
HRP-Mouse 1:10000 Rabbit Santa Cruz

VII.13. Deteccién de anticuerpos por Inmunoquimioluminiscencia.

La deteccion de los anticuerpos unidos a las proteinas de interés, se realizo
mediante el uso de un kit de quimioluminiscencia Clarity Western ECL Substrate
(BioRad Inc., USA). La luminiscencia emitida fue captada mediante la exposicion y

el revelado de una placa de rayos X en un cuarto obscuro.
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VII.14. Anélisis Estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media + su error estandar. Y la
comparacion entre grupos de los diferentes tratamientos se realizé por analisis de
varianza una sola via (ANOVA), utilizando el programa Sigma Plot 11 (Jandel
Scientific). Las diferencias entre los grupos se consideraron estadisticamente

significativos cuando p < 0.05.
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VIlIl. RESULTADOS.
VIII.1. Determinacién de la presién arterial de ratas normo e hipertensas.
Se observdé que hubo una disminucién significativa de la presién en el grupo
hipertenso tratado con capsaicina comparado con las ratas hipertensas sin
tratamiento de capsaicina (165 £ 4mmHg vs 147 + 2mHg), Cuadro 3. Al administrar

casacepina al grupo hipertenso se observé un aumento en la presion de 12mmHg.

Cuadro 3. Efectos de la capsaicina y capsacepina en la presién arterial media de ratas
hipertensas y normotensas.

Tratamiento Normotensas Hipertensas
Control 118+3 165 £ 4*
Capsaicina 121 +2 147 £ 2%
Capsacepina 130+5 172+3
Capsacepina + Capsaicina 125+8 154 +9

N=4
* p < 0.05. Normotensas vs Hipertensas ANOVA.
** p < 0.05 Hipertensas vs Hipertensas + Capsaicina ANOVA.
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VII.2. Determinaciéon de Oxido Nitrico en ventriculo izquierdo de ratas normo
e hipertensas tratadas con capsaicinay capsacepina.

Se observé que en las ratas hipertensas los niveles Oxido nitrico son
significativamente menores con respecto a las ratas normotensas normotensas. Se
observé un aumento significativo en la produccién de 6éxido nitrico (NO) en
presencia de capsaicina, tanto en los grupos de ratas normotensas como
hipertensas, ambos comparados con su propio control. Cuando se administré
capsacepina en ambos grupos, se observo la disminucion en la produccion de 6xido
nitrico, con respecto al tratamiento con capsaicina. En ambos grupos de ratas, la
produccion de oxido nitrico es semejante, sin embargo se observé que los niveles
de NO son mayores en todos los grupos normotensos con respecto a todos los

grupos hipertensos.
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Figura 18. Niveles de 6xido nitrico en ratas normo e hipertensas tratadas con capsaicina y
capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; CS, normotenso +
capsaicina; CZ, normotenso + capsacepina (CZ viene del inglés capsazepine); CS+CZ,
normotenso + capsaicina + capsacepina; H, control hipertenso; HCS, Hipertenso + capsaicina;
HCZ, Hipertenso + capsacepina; HCS+CZ, Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4 para
todos los grupos. & p < 0.05 C vs CS y C vs Cs+Cz Andlisis Student Neuman, ANOVA. $ p < 0.05
C Vs H Anadlisis Student Neuman, ANOVA; * p <0.05H vs HCS, HvsHCZ, Hvs HCSCZ, Analisis
Student Neuman, ANOVA.
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VIII.3. Expresion de la enzima Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS) en
ventriculo izquierdo de ratas normo e hipertensas tratadas con capsaicinay
capsacepina.

Se observd una disminucion significativa en la expresion de eNOS en las ratas
normotensas tratadas con capsaicina comparadas con el control. Lo cual no se
observa en las ratas hipertensas tratadas con capsaicina. También se observé un
aumento en la expresion de la enzima en las ratas normotensas tratadas con
capsacepina. En las ratas hipertensas no hubo cambio significativo. Como se

observa en la Figura 19.
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Figural9. Determinacion de la expresion de la enzima eNOS enratas normo e hipertensas tratadas
con capsaicina y capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; Ccs,
normotenso + capsaicina; Ccz, normotenso + capsacepina (cz viene del inglés capsazepine);
Ccscz, normotenso + capsaicina + capsacepina; H, control hipertenso; Hcs, Hipertenso +
capsaicina; Hcz, Hipertenso + capsacepina; Hczcs, Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4
para todos los grupos. * p < 0.05 C vs Ccs Andlisis Student Neuman, ANOVA En la figura A se
muestran los datos expresados como la media terror estandar. En la figura B se muestra El analisis
por densitometria de la enzima eNOS, las bandas corresponden al peso molecular de eNOS
(140KDa) y al de la proteina control GAPDH con un peso molecular de (35 KDa).
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VIIl.4. Expresion del receptor TRPV1 en ventriculo izquierdo de ratas normo e
hipertensas tratadas con capsaicinay capsacepina.

Se observo que la expresion del receptor TRPV1 disminuye significativamente en
las ratas hipertensas con respecto al grupo control normotenso tal como se muestra
en la Figura 20. También se observé que las ratas control normotensas tratadas con
capsacepina y con la mezcla de ambos compuestos mostraron una disminucion
significativa en la expresion del TRPV1, al compararlos con el grupo control
normotenso. En el caso de los grupos hipertensos, se observo que existe diferencia
al comparar el grupo control hipertenso contra el grupo hipertenso que fue tratado

con capsaicina.
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Figura 20. Determinacién de la expresién del receptor TRPV1 en ratas normo e hipertensas tratadas con
capsaicina y capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; Ccs, normotenso +
capsaicina;  Ccz, normotenso + capsacepina (cz viene del inglés capsazepine); Ccscz, normotenso +
capsaicina + capsacepina; H, control hipertenso; Hcs, Hipertenso + capsaicina; Hcz, Hipertenso +
capsacepina; Hczcs, Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4 para todos los grupos. * p < 0.05 C vs
Cczcs, Analisis Student Neuman, ANOVA. En la figura A se muestran los datos expresados como la media
terror estandar. El andlisis por densitometria del receptor TRPV1 se muestra en la figura B, las bandas
corresponden al peso molecular del receptor TRPV1 (100 kDa) y al de la proteina control GAPDH con un
peso molecular de (35 kDa).
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VIIL.5. Expresion del receptor AT1 en ventriculo izquierdo de ratas normo e
hipertensas tratadas con capsaicinay capsacepina.

Se observo que la expresion del receptor AT1 disminuye en el grupo hipertenso con
respecto al grupo control normotenso, asi como en los grupos control e hipertenso
que fueron tratados con la mezcla de ambos compuestos (Figura 21). En el grupo
hipertenso tratado con capsaicina aumentd la expresién del receptor AT1 al
compararlo contra el grupo hipertenso sin tratamiento, se observo que para el grupo

hipertenso tratado con capsacepina aumenta la expresion del receptor en el tejido

cardiaco.
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Figura 21. Determinacion de la expresion del receptor AT1 en ratas normo e hipertensas tratadas con
capsaicina y capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; Ccs, normotenso +
capsaicina; Ccz, normotenso + capsacepina (cz viene del inglés capsazepine); Ccscz, normotenso +
capsaicina + capsacepina; H, control hipertenso; Hcs, Hipertenso + capsaicina; Hcz, Hipertenso +
capsacepina; Hczcs, Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4 para todos los grupos. # p < 0.05 C vs
Cczcs, C vs H, C vs Hczes Andlisis Student Neuman, ANOVA. En la figura A se muestran los datos
expresados como la media *error estandar. El andlisis por densitometria de AT1 se muestra en la figura B,

las bandas corresponden al peso molecular de AT1 (43KDa) y al de la proteina control GAPDH con un peso
molecular de (35 KDa).
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VIII.6. Expresion del receptor AT2 en ventriculo izquierdo de ratas normo e
hipertensas tratadas con capsaicinay capsacepina.

Se observo que la expresion del receptor AT2 aumenta en todos los grupos
hipertensos comparandolos contra todos los grupos controles normotensos y que

su expresion es muy similar entre los grupos hipertenso e hipertenso tratado con

capsaicina (Figura 22).
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Figura 22. Determinacion de la expresion del receptor AT2 en ratas normo e hipertensas tratadas con capsaicina y
capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; Ccs, normotenso + capsaicina; Ccz, normotenso +
capsacepina (cz viene del inglés capsazepine); Ccscz, normotenso + capsaicina + capsacepina; H, control hipertenso; Hcs,
Hipertenso + capsaicina; Hcz, Hipertenso + capsacepina; Hczcs, Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4 para todos
los grupos. * p < 0.05 C vs H, C vs Hcs, C vs Hcz. Andlisis Student Neuman, ANOVA En la figura A se muestran los datos
expresados como la media terror estandar. El andlisis por densitometria de AT2 se muestra en la figura B, las bandas
corresponden al peso molecular de AT2 (41KDa) y al de la proteina control GAPDH con un peso molecular de (35 KDa).

71



VIIL.7. Expresion de PPARy en ventriculo izquierdo de ratas normo e
hipertensas tratadas con capsaicinay capsacepina.

Se observé que la expresion de PPARy disminuye en el grupo hipertenso con
respecto al grupo normotenso, también se observd su disminucién en los grupos
normotenso tratado con capsaicina y tratado con ambos compuestos y en los grupos
hipertensos tratados con capsaicina, con capsacepina y con la mezcla de ambos
compuestos; en todos los casos comparados con el grupo control normotenso.
También se observé una disminucién en su expresion al comparar el grupo
hipertenso tratado con capsacepina con el grupo normotenso tratado con el mismo

compuesto (Figura 23).
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Figura 23. Determinacion de la expresion de PPARy en ratas normo e hipertensas tratadas con capsaicina
y capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; Ccs, normotenso + capsaicina; Ccz,
normotenso + capsacepina (cz viene del inglés capsazepine); Ccscz, normotenso + capsaicina +
capsacepina; H, control hipertenso; Hcs, Hipertenso + capsaicina; Hcz, Hipertenso + capsacepina; Hczcs,
Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4 para todos los grupos. * p < 0.05 C vs Ccs, C vs czcs, C vs
Hcs, C vs Hcz, C vs Hczcs. Andlisis Student Neuman, ANOVA En la figura A se muestran los datos
expresados como la media terror estandar. El andlisis por densitometria de PPARy se muestra en la figura
B, las bandas corresponden al peso molecular de PPARy (50KDa) y al de la proteina control GAPDH con un
peso molecular de (35 KDa).
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VIII.8. Expresion de Rho en ventriculo izquierdo de ratas normo e hipertensas
tratadas con capsaicinay capsacepina.

Se observd que existe un aumento en su expresion si se comparan los grupos
normotenso con capsaicina e hipertenso con capsaicina. Su expresion disminuye
comparado el grupo normotenso tratado con capsacepina con el grupo hipertenso
con capsacepina y también disminuye si se comparan los grupos control con

capsaicina y capsacepina e hipertenso con capsaicina y capsacepina (figura 24).
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Figura 24. Determinacion de la expresion de la GTPasa pequefia Rho en ratas normo e hipertensas tratadas
con capsaicina y capsacepina. N, normotensas; H, hipertensas. C, control normotenso; Ccs, normotenso +
capsaicina;  Ccz, normotenso + capsacepina (cz viene del inglés capsazepine); Ccscz, normotenso +
capsaicina + capsacepina; H, control hipertenso; Hcs, Hipertenso + capsaicina; Hcz, Hipertenso +
capsacepina; Hczcs, Hipertenso + capsaicina + capsacepina. N= 4 para todos los grupos. En la figura A se
muestran los datos expresados como la media terror estandar p< 0.05. Andlisis Student Neuman,ANOVA.
El comportamiento del grafico es tendencia a no significancia. El andlisis por densitometria de Rho se
muestra en la figura B, las bandas corresponden al peso molecular de Rho (22KDa) y al de la proteina control
GAPDH con un peso molecular de (35 KDa).
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IX.  DISCUSION.

IX.1. Efecto de la capsaicina sobre la presion arterial y la sintesis de 6xido
nitrico en ratas normo e hipertensas.

La HTA es un padecimiento que actualmente afecta aproximadamente al 31% de la
poblacidon en nuestro pais, de tal manera que su atencién y prevencion la han
convertido en una de las enfermedades con mayor importancia en el pais y a nivel
mundial. Distintos estudios se han realizado tratando de entender los mecanismos
involucrados en el desarrollo de la HTA y de contrarrestar sus efectos en el

organismo, debido principalmente a que la HTA promueve problemas mucho mas

graves como la enfermedad cerebrovascular y/o la falla renal. Colin-Ramirez Ey Cols. 2017
Tratando de entender qué tipo de proteinas o moléculas pudieran estar involucradas
con la regulacion de la HTA, se utilizd un modelo de rata normotensa e hipertensa,
a las que se les administr6 capsaicina como agonista y capsacepina como
antagonista de un canal de la membrana plasmatica celular conocido como TRPV1.
En estas condiciones de tratamiento, se les determiné la presion arterial a todos los
grupos experimentales, como se muestra en el Cuadro 3, donde se observo que en
el grupo normotenso la presion fue de 118 + 3mmHg comparado con el grupo
hipertenso, cuya presiéon fue mayor (165 + 4mmHg), y cuando se administraron los
farmacos se observo una disminucion de la presion en el grupo hipertenso en
presencia de capsaicina (147 + 2mmHg) y un aumento de la presiéon en el grupo
hipertenso tratado con capsacepina (172 + 3mmHg) por arriba de la lectura de
presion del grupo control hipertenso, con lo que fue posible observar el efecto de

regulacion que presentd la capsaicina sobre la presion arterial.
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También se determinaron los niveles de 6xido nitrico un metabolito que funciona
como un vasodilatador y ayuda a regular la presion sanguinea en el organismo,
observandose un aumento significativo en los niveles de éste metabolito en ratas

control e hipertensas en presencia de capsaicina,cadiner SMy Cols. 1990y~ como se

observa en la Figura 18, la capsaicina participa también en la regulacion de la
presion arterial a través de la sintesis de Oxido nitrico, lo cual implicaria que la
actividad del TRPV1 esté regulando la actividad de la enzima éxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS), al activarse éste canal, induciendo el transporte de Ca** el cual
funciona como segundo mensajero para algunas vias de sefializacién, como por
ejemplo para enzimas como es la Protein cinasa A (PKA), que se encarga de
fosforilar a la NOS endotelial, aumentando su actividad y aumentando la produccién

de éXidO nl'trico. Randhawa PK and Cols. 2017

IX.2 Determinacion de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial y expresion
del receptor TRPVL1.

Como se menciond la presencia de la capsaicina, induce un aumento en los niveles
de Oxido nitrico y una disminucion en la presion arterial en el modelo de rata
hipertensa, esto quiere decir que muy probablemente, el receptor TRPV1yla eNOS
presentaran un aumento en su expresion en presencia de capsaicina. Relacionando
de esta manera la actividad del canal y la regulacion de cascadas de sefializacion
intracelular que involucran la activacion o inhibicion de diferentes enzimas
reguladoras en la célula, tales como las que se encargan de modular la presion
arterial.

Pero cuando se determinaron los niveles de la enzima Oxido nitrico sintasa

endotelial, se observd una disminucion en los niveles de expresion de ésta proteina
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con respecto al control en ratas normotensas, y en las ratas hipertensas no se
observo diferencia, su expresién se mantuvo constante en ausencia y en presencia
de capsaicina como se observa en la Figura 19. Lo cual implicaria que la capsaicina
podria estar favoreciendo la actividad enzimética de la eNOS, a través de un
mecanismo de segundos mensajeros, ya que al inducir la entrada de calcio por el
receptor TRPV1, se induciria la fosfolrilaciéon de la eNOS aumentando de esta

manera la produccién de 6xido nitrico en la célula, como ya se habia observado.

McCarty MF y Cols. 2015.

Por otro lado, cuando se determind la expresion del receptor TRPV1, lo que se
observo fue la tendencia a aumentar su expresion en presencia de capsaicina en
las ratas hipertensas sin observarse diferencias en las ratas normotensas, aunque
si comparamos ambos modelos la expresion del TRPV1 disminuy6 en el grupo
hipertenso con respecto al grupo control normotenso como se observa en la Figura
20, éste efecto sobre la expresion del TRPV1 en ratas hipertensas tratadas con
capsaicina, implicaria la participacion del receptor activado por capsaicina en la
regulacion de la presion arterial, a través de cascadas de sefalizacién que
involucran la regulacién de enzimas como la éxido nitrico sintasa endotelial , quien
es regulada por procesos de fosforilacion y defosforilacion que muy probablemente
estén siendo inducidos por la presencia de la capsaicina y el receptor TRPV1, McCaty
MFyCols. 2015. F| aumento en la expresion del receptor en las ratas hipertensas tratadas
con capsaicina va de la mano con la disminucién de la presion arterial de acuerdo
a los resultados discutidos con anterioridad. Por otro lado, se observo que en el
tratamiento con capsacepina, disminuye la expresion del receptor en las ratas

hipertensas y normotensas, lo cual implica que efectivamente la capsaicina es un
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agonista importante e involucrado con la regulacién de la presion arterial a través
del receptor TRPV1.

IX.3. Expresion de los receptores de angiotensina AT1 y AT2 en ventriculo
izquierdo de ratas normo e hipertensas tratadas con capsaicinay capsacepina
y la relacién con las proteinas Rho y PARRYy.

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (RAS), es uno de los mecanismos que
regulan la homedéstasis en el organismo, en un inicio se describié especificamente
en el rifidn, sin embargo, éste también ha sido detectado en sitios como el endotelio
vascular, lo cual implica que éste sistema tiene un papel muy importante en la
regulacion de la presién arterial en todo el organismo a través de diferentes sitios
de accidn. Al ser un sistema de mucha importancia decidimos también analizar cual
era el comportamiento de algunas de las proteinas involucradas con RAS, en los
modelos de rata que estuvimos manejando, como se observa en los resultados
analizamos la expresion de dos proteinas importantes en el sistema renina
angiotensina, los receptores a Angiotensina tipo 1 y 2. Y como se observa en la
Figura 21 y 22, hay una disminucion en la expresion del receptor AT1 al comparar
el grupo control normotenso e hipertenso, y cuando se les administro capsaicina se
observé un pequefio aumento en la expresion del receptor en ratas hipertensas,
mientras que el receptor AT2 aumenta su expresion en el grupo de ratas hipertensas
comparadas con las normotensas.

Bien se sabe que la expresion y actividad del receptor AT1 promueve el aumento
en la presion arterial debido, principalmente, a que promueven la vasoconstriccion
por el aumento de radicales libres generados por enzimas como la NADPH oxidasa

en el endotelio celular kawai Ty Cols. 2017 desencadenando HTA y disfuncion endotelial,

1/



en nuestros resultados observamos que los niveles de este receptor aumentaron en
presencia de capsaicina en las ratas hipertensas, mientras que la expresion del
receptor AT2 permanecid practicamente sin cambios en el mismo grupo. Al
encontrarse mayor expresion del receptor AT2 en comparaciéon con la expresion del
receptor AT1 para el grupo de ratas hipertensas tratadas con capsaicina sugerimos
gue el receptor AT2 antagoniza los efectos del receptor AT1 y ademas trabaja en
conjunto con la sintesis de NO para generar un valor normal de presion arterial ya
gue la activacion del receptor AT2 causa relajacion a través de la activacion de
Protein Cinasas dependientes de la actividad de la eNOS o dependientes de 6xido
nitrico. Lo cual explicaria muy bien el efecto que se observa sobre la disminucion
de la presion arterial en las ratas hipertensas tratadas con capsaicina. Kawai Ty Cols.
2017 Involucrando también al receptor TRPV1 que es quien ésta siendo directamente
regulado por la capsaicina y probablemente esté ejerciendo un efecto sinérgico junto
con sistemas como RAS para la regulacion de la HTA en éste modelo de ratas.

Relacionado también con los receptores a angiotensina, se encuentra el regulador
traduccional PPARYy, quien estd muy involucrado con la actividad del sistema renina
angiotensina y la regulacion de la presion arterial en el organismo, debido a que
participa también en el remodelado vascular y la disfuncion endotelial. De acuerdo
a los resultados observados, la expresiéon de PPARy disminuy6é en los grupos
tratados con capsaicina, tal como se muestra en la Figura 23, tanto en las ratas
normotensas como en las hipertensas, sugiriendo que la capsaicina también
participa en la regulacion de la expresion de este factor de transcripcion a través de
la activacion del receptor TRPV1 y los efectos de transefalizacion que se

desencadenan con la actividad del TRPV1, KawaiTy Cols. 2017
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De hecho los receptores de angiotensina también son capaces de regular proteinas
como las GTPasas pequefias, una familia de proteinas encargada también de
regular la actividad y expresion de otras proteinas en la célula, como por ejemplo
los reguladores de la transcripcion como PPARy. Rho es un miembro de la
superfamilia de GTPasas y al activarse Rho, se ha visto que desencadena sefales
gue involucran la contraccién del endotelio, y como se observO en nuestros
resultados ésta GTPasa pequefa disminuye en presencia de capsaicina, tanto en
ratas normotensas como hipertensas como se observa en la Figura 24, lo cual va
de acuerdo al proceso de relajacion del endotelio y disminucién de la presion
arterial, eso significaria que la expresion de esta proteina también pudiera estar
siendo regulada por la capsaicina, aunque aqui tenemos que llevar a cabo mas
experimentos porque la activacion de esta GTPasa depende de derivados de
colesterol que son sintetizados en el citoplasma celular. De acuerdo a la literatura,
ésta inhibicion de la via Rho/Rock podria ser explicada por el propio mecanismo de
activacion del receptor TRPV1 y que ademas estan involucrados los canales de

Potasio que son sensibilizados dentro de la misma activacion del receptor TRPV1.

Zhu ZY1 y Cols. 2011.
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X.

CONCLUSIONES

El tratamiento con capsaicina a ratas hipertensas disminuye la presion
arterial.

La activacion del receptor TRPV1 aumenta la sintesis de 6xido nitrico en el
tejido cardiaco.

La capsaicina disminuye la expresién de la enzima Oxido nitrico sintasa
(eNOS) en las ratas normotensas.

La capsacepina bloquea al receptor TRPV1 en el corazén, dejando ver que
su papel como antagonista del mismo funciona también a nivel cardiaco.

En presencia de capsaicina el receptor TRPV1 tiende a aumentar su
expresion en el corazén de las ratas hipertensas.

En el sistema renina angiotensina cardiaco, la expresion del receptor AT1
aumenta en presencia de capsaicina en las ratas hipertensas, mientras que
la expresion del receptor AT2 permanece sin cambios.

Del mismo modo proteinas reguladoras de la expresion y actividad del
sistema renina angiotensina como son PPARy y la GTPasa pequefia Rho
también son reguladas por el agonista del receptor TRPV1 en el corazon.
En resumen, la capsaicina es una molécula que esta participando en la
regulacion de la presion arterial en el corazén a través de diferentes

mecanismos de accion.

80



XI.

PERSPECTIVAS.

Determinar la participacion del receptor MAS en el Sistema Renina
Angiotensina, ya que es un receptor que funciona como via alterna a la
activacion de los receptores AT1 y AT2, a través de la Enzima Convertidora
de Angiotensina 2 (ECA2) y su producto de sintesis, la Angiotensina 1-7 vy
Su comportamiento en presencia de capsaicina y capsacepina.

Determinar la via a través de la cual la capsaicina regula proteinas como Rho
y PPARYy en las células cardiacas.

Determinar la participacion de la via Akt en la activacion de Rho asi como en
la fosforilacion de la enzima eNOS, ya que es una via alterna de segundos
mensajeros relacionada con la fosforilacién de eNOS y la sintesis de NO, en
las condiciones de estudio.

Detectar y cuantificar los niveles de radicales libres con DCFH
(diclorodihidrofluorescein, reactivo que mide especies reactivas de oxigeno

a través de fluorescencia) en las condiciones de estudio.
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