UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

Facultad de Estudios Superiores Iztacala

Implicaciones morfolégicas del musculo
cardiaco en ratones deficientes (KO) del receptor
aj;p-adrenérgico

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO

P RESENTA

Pérez Medina César Eder

DIRECTORA DE TESIS:
D DRA. ITZELL A. GALLARDO ORTIZ

dgd

IzTACALA

Los Reyes lztacala, Estado de México 2020




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

En memoria de todos aquellos ratones gque dieron su vida
involuntariamente por unos pequernios avances en el conocimiento clentifico.
Gracias por su sacrificeo.

Agradecimiento eterno a mis papds por aportar los cimientos genéticos
para mi creacion.

A mi papd, un sabio ¢ incansable guerrero que siempre ayuda a sus Seres
queridos.

A mi mamd, quien amo y protegio a su familia hasta su iltimo alwento.

A mis hermanos: Carlos, Priscila y Marili, con quienes tuve la fortuna
de crecer:

Una tesis no basta para honrarlos, por lo que espero hacerlo con mi propia vida.

A Mari, que ha mejorado sus niveles de pactencia conmigo y quien ilumimna su

entorno con la luz de sus ojpos. Eres mi humano javorito. Gracias por tu

tlimitada ayuda.



AGRADECIMIENTOS

Gracias a la Dra. Itzell A. Gallardo Ortiz por invitarme a colaborar con
ella en el laboratorio, por su apoyo que sobrepasa por mucho sus
funciones académicas. Por sus consejos y por permitirme servir como

sujeto de pruebas para un sin fin de terapias alternativas.

Gracias al Gran Dr. Rafael Villalobos Molina, cuya vida y trayectoria
laboral son un modelo a seguir. Le agradezco inmensamente que me

haya permitido ser su ayudante.

Gracias a mis sinodales: A la Dra. Ana Victoria Vega Salcedo por
adoptarme durante todo un afo y compartirme un poco de su gran
sabiduria; a la Maestra Carmen Alvarez Rodriguez por instruirme en la
ciencia de la biologia del desarrollo e histologia y al Dr. Santiago Sigrist,
quien me ha guiado desde mi primer dia en el laboratorio y me ha

infundido confianza para la elaboracion de los experimentos.

A la Facultad de Estudios Superiores lIztacala, UNAM, Carrera de
Biologia por mi extensa formacion profesional.

A los financiamientos otorgados por DGAPA, UNAM PAPIIT:
IN219915, IN226819 (IAG-O) & IN223519 (RV-M); asi como a la
Fundacion Miguel Aleman (IAG-O).



INDICE

Contenido Pagina
Glosario de TErMINOS. .......ouii e 04
RESUM BN 05
ADSHraCT. ... 06
INEFOAUCCION. ... e e 07
1. Hipertensidn Arterial y SUS CONSECUENCIAS...........ccccumvieeiiiiiiiiiieeeeeeennn 07
1.1. Regulacion de la presion arterial...........c.ooooiiiiiiiiiiiiien, 08
1.1.1. Mecanismos de elevacion de la presién arterial.................. 08
1.1.2. Mecanismos que disminuyen la presién arterial.................. 09
2. Sistema Cardiovascular (SCV)........ccooiiiiiiiii e 10
2.1. El Corazon y su anatomia..........coviiiiiiiiiiiiiieieeeen 11
2.1.1. El Sistema Contractil............ccooiiiiiii 14
2.1.2. Hipertrofia Cardiaca............cccooiiiiiiiicicccc e 16
2.2. Regulacion del SCV.......ooiiiiiii i, 17
3. Receptores Adren@rgiCoS. ... ...t 18
JUSHIFICACION. ... 24
[ 1T o0 (=] 25
O EtIVOS . e 25
Materiales Yy MEtOUOS. ... ..o 25
ReSURAOS. . ... 32
DISCUSION. ..t 35
CONCIUSIONES. ... . eea e 36

R OB CIAS. .o 37
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RESUMEN

La hipertension arterial (HTA) se caracteriza por ser un trastorno en el que los vasos
sanguineos tienen una tension persistentemente alta. Se considera como una
entidad clinica caracterizada por la elevacion crénica de la presion arterial,
usualmente por encima de 120/80 mmHg. Es un estado patoldgico que aumenta el
riesgo de aparicion de afecciones cardiovasculares y cerebrovasculares que tiene

consecuencias mortales sobre el conjunto de érganos irrigados por el arbol vascular.

Una consecuencia de la HTA en el corazon es la hipertrofia ventricular, causada por
un aumento de la cantidad y el tamano de las células musculares cardiacas. La
hipertrofia se caracteriza por el aumento de la fibrosis intersticial, y a la larga, puede
hacer ceder al musculo cardiaco, disminuyendo la funciéon contractil del ventriculo

izquierdo.

Los receptores adrenérgicos (RA) son mediadores de gran importancia en la
homeostasis del sistema cardiovascular (SCV), en particular, los receptores aip se

encuentran en las células que conforman las arterias.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la ausencia del receptor RA-ap tiene
repercusiones morfolégicas a nivel cardiaco, utilizando el modelo de ratones
“knockout” (KO), desarrollado en 2002 por Tsujimoto, los cuales no expresan el gen

que codifica para el RA-ap.



ABSTRACT

Arterial Hypertension (HTA) is characterized for being a disease in which the blood
vessels have continous high blood pressure. It's considerated as an entity clinically
characterized by the chronic high arterial pressure, usually above 120/80 mmHg. It's
a patological state which increases the risk of generating cardiovascular and
neurovascular affections that have deadly consequences in the group of organs

irrigated by the vascular tree.

A consecuence of the HTA in the heart is the ventricular hypertrophy, caused by the
increase in the amount and size of the heart muscle cells. The hypertrophy is
characterized for the growth of the interstitial fibrosis, and in long term, it can

damage the cardiac muscle, diminishing the contractile function of the left ventricle.

The adrenergic receptors (RA) are highly important mediators in the homeostasis of
the cardiovascular system (SCV), in particular, the aip receptors are found in the

cells of the arteries.

The objective of this work was to determine if the absence of the RA-aip has
morphological consecuences at heart level, using a “knockout” (KO) mice model,
developed in 2002 by Tsujimoto, which doesn’t have the gene that codifies for the
RA-a1p.



INTRODUCCION

1. La hipertension arterial y sus consecuencias.

La hipertension arterial (HTA) se caracteriza por ser un trastorno en el que los vasos
sanguineos tienen una tensién persistentemente alta, lo que puede ocasionarles
danos (OMS, 2019). Es considerada como una enfermedad cardiovascular crénica,
producida por diversos factores: genéticos, ingesta excesiva de sodio, edad,
tabaquismo, sedentarismo, obesidad, dislipidemias, diabetes, entre otros (Campos-
Nonato et al., 2016). En México 1 de cada 4 adultos padece HTA, la Secretaria de
Salud la clasifico como la décima enfermedad mas recurrente entre la poblacion
mexicana (SSA, 2018). Es ademas, es uno de los factores que contribuyen en

mayor medida a la morbilidad y a la mortalidad cardiovascular (Fuster, et al., 2002).

La HTA era considerada como un padecimiento asociado a la edad, sin embargo,
estudios poblacionales han mostrado que esta enfermedad se puede presentar
desde edades tempranas, por ejemplo en 2012, la ENSANUT reportd una
prevalencia del 1.8% en joévenes de entre 10-19 afios (Katzung B.G, et al., 2010;
Oropeza-Abundez, et al., 2012). Aunque la susceptibilidad genética desempefia un
papel importante en la HTA, este podria ser tan solo permisivo y necesitaria
también uno o mas cofactores ambientales, tales como la ingesta de sal, el
consumo de alcohol o la ganancia de peso, para inducir el desarrollo de HTA. De
todos los factores determinantes de la HTA, la ganancia de peso y la adiposidad,
sobre todo la de distribucién abdominal, parecen ser los mas importantes (Fuster, et
al., 2002).

Las personas hipertensas enfrentan graves riesgos cardiovasculares y se necesita
intervencidén a través de modificaciones del estilo de vida, o mediante tratamiento
farmacoldgico para retrasar o evitar las complicaciones posteriores. Los riesgos son
proporcionales al valor de la presion arterial a cualquier edad y en ambos sexos
(Fuster, et al., 2002). Estudios previos indican que los riesgos de dafo renal,
cardiaco y cerebral tienen relacidn directa con el grado de elevacién en la presion
arterial. A partir de 115/75 mmHg, el riesgo de enfermedad cardiovascular se
duplica con cada incremento de 20/10 mmHg. El daiho de érgano terminal ante el

aumento de la presion arterial, es mayor en personas fumadoras o con sindrome



metabdlico, (obesidad, dislipidemia, y diabetes). La HTA suele ser asintomatica y
causa dafios en la vasculatura hasta producir alteraciones en oérganos, que es

entonces cuando suele ser diagnosticada (Katzung, et al., 2010).

La HTA sostenida dafa a los vasos sanguineos, incluyendo a los que se encuentran
en los rifiones, lo que conduce a mayor incidencia de padecimientos como
insuficiencia renal, coronariopatia y apoplejia (Katzung, et al., 2010). La HTA
aumenta el riesgo de padecer afecciones cardiovasculares y cerebrovasculares,
ademas tiene consecuencias mortales sobre el conjunto de érganos irrigados por el
arbol vascular (Brack, 2009). La insuficiencia cardiaca (IC) es el estadio final de la
enfermedad, una vez que el miocardio ha agotado todas sus reservas y sus
mecanismos de compensacion. La mayor parte de los casos de IC se deben a la
HTA, que es la responsable de mas del 50% de los casos y su prevalencia se halla

en ascenso entre los nuevos casos de IC (Fuster, et al., 2002).

1.1 Regulacién de la presién arterial

La presion arterial es mantenida por el gasto cardiaco y la resistencia vascular
periférica ejercida sobre arteriolas, vénulas poscapilares y el corazon. Otro sitio de
control es el rifidén, el cual contribuye al mantenimiento de la presion arterial
mediante la regulacion del volumen de liquidos. Los barorreflejos, mediados por
nervios autbnomos, que actuan en combinacién con mecanismos como el sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) para mantener la presién arterial normal.
Finalmente, la secrecion de sustancias vasoactivas por el endotelio vascular
participan en la regulacion y la resistencia vascular. Por ejemplo, la endotelina
produce vasoconstriccion y el oxido nitrico causa vasodilatacién (Katzung, et al.,
2010).

1.1.1 Mecanismos de elevacion de la presién arterial

La perfusion de sangre a todos los tejidos requiere de presion elevada en el sistema
de distribucién. ElI mantenimiento de la presion elevada esta garantizado por un

conjunto de mecanismos vasoconstrictores. El efecto vasoconstrictor mas



generalizado e importante se produce a través de la activacion del Sistema Nervioso
Simpatico (SNS).

Las abundantes varicosidades simpaticas, cerca de los vasos sanguineos, liberan
noradrenalina, la cual produce vasoconstriccion al unirse a los receptores
adrenérgicos (RA) a; de las células de musculo liso vascular. La accién
vasoconstrictora del SNS, no se debe unicamente a la noradrenalina liberada, sino
también a los cotransmisores: ATP y neuropéptido “Y”. La reduccion del tono
simpatico produce vasodilatacion. La actividad del SNS se puede regular de forma
generalizada, pero también de manera especifica en los distintos territorios. Por
ejemplo, si la presién arterial aumenta, se estimulan los barorreceptores del sistema
arterial, con lo que se reduce la actividad simpatica completa, produciéndose una

vasodilatacion generalizada que reduce la presion arterial. (Mezquita, et al., 2011).

1.1.2 Mecanismos que disminuyen la presion arterial

En contraste, en condiciones fisioldgicas existen un discreto numero de mecanismos
para reducir la presion arterial, tal como se ilustra en la Esquema 1. Uno de ellos es
el péptido natriurético auricular (PNA), quien consigue producir una disminucién
discreta de la presion arterial. El PNA es secretado por la auricula cuando aumenta
el retorno venoso y se distiende la cavidad auricular, ocasionando vasodilatacion
moderada.

La disminucion de la volemia es mayor que la atribuible al aumento de la diuresis y
es debida, en parte, a un incremento de la filtracion capilar por aumento de la
presién capilar y de la permeabilidad venular. La consecuencia de estas acciones es

una disminucion de la presién arterial (Mezquita, et al., 2011).
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Esquema 1. Respuestas evocadas por el aumento de presién arterial para disminuir sus valores.

(Descargado de: http://biblio.upmx.mx/textos/144068.pdf)

2. El Sistema Cardiovascular (SCV)

El sistema cardiovascular (SCV) estd formado por un conjunto de 6rganos que
intervienen en el transporte de sangre y linfa, desde los tejidos del organismo y
hacia ellos (Ross & Pawlina, 2012) (Esquema 2). La mision de este sistema
consiste en transportar oxigeno, elementos nutritivos y otras moléculas esenciales a
los tejidos y retirar de ellos los productos de desecho (anhidrido carbonico y

productos metabdlicos terminales) para llevarlos a los 6rganos responsables de su
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eliminacién (pulmones, rinones e higado) (Fuster, et al., 2002). EI SCV se compone
por el corazén y los vasos sanguineos, que conforman la ruta por la cual la sangre
circula desde una parte del organismo hacia otra. El corazén bombea la sangre a
través del sistema arterial con una presion considerable; la sangre retorna al
corazdén a baja presion, con la ayuda de la presién negativa que hay en la cavidad
toracica durante la inspiracion y la comprension de las venas por los musculos

esqueléticos (Ross & Pawlina, 2012).

arteria carotida

artera y vena
subclavias

pulmdn derecho pulmén izquierdo

vena cava corazon

{principal vena
del cuerpo)

artena aorta
(principal arteria
del cuerpo)

arterna y vena
femorales

W arterias
B venas

Esquema 2. Esquema del sistema cardiovascular, el corazén y pulmones se encuentran conectados

a la red de vasos sanguineos. En rojo se observan las arterias y en azul a las venas.

(Descargado de: https://contenidos.bupasalud.com/salud-bienestar/vida-bupa/sistema-cardiovascular)

2.1 El corazén y su anatomia

El corazén es un 6rgano de naturaleza muscular, comun a todos los vertebrados y a
muchos invertebrados, actua como impulsor de la sangre y en el ser humano esta

situado en la cavidad toracica (RAE, 2019). Tiene 4 cavidades (los atrios derecho e
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izquierdo y los ventriculos derecho e izquierdo), un tabique interatrial y un tabique
interventricular separan los lados derecho e izquierdo del corazén. La organizacién
estructural de la pared del corazon es continua en los atrios y los ventriculos. La

pared cardiaca estd compuesta de 3 capas (Esquema 3):

e Epicardio.- es la capa externa del corazén. Aqui se encuentran los vasos
sanguineos y nervios que irrigan e inervan el corazon, rodeados por tejido

adiposo que ejerce una accion amortiguadora.

e Miocardio.- formado por musculo cardiaco. En los ventriculos es mas grueso
que en los atrios a causa de la presion mayor, necesaria para bombear la

sangre a través de las circulaciones pulmonar y sistémica

e Endocardio.- conformado por 3 capas: una interna de endotelio y tejido
conjuntivo, otra intermedia de tejido conjuntivo y células musculares lisas y
finalmente una externa de tejido conjuntivo del miocardio. El sistema

conductor de impulsos del corazén esta ubicado en la capa subendocardica.

Pericardio Parietal

Epicardio (pericardio visceral)

/\J&io\cardio

Musculo Cardiaco
Mesotelio

Tejido Conectivo

Endotelio Liso

Tejido Conectivo

Mesotelio ‘*v—f

Endocardio

Esquema 3. Esquema de un fragmento de la pared cardiaca, en el cual se sefialan sus

principales capas estructurales. (Descargado de: http:/histologiavudea.blogspot.com/)

El miocardio es un tejido altamente organizado, compuesto por diferentes tipos
celulares que incluyen células de musculo liso, fibroblastos y miocitos cardiacos

(Gémez & Piskorz, 2013). El tabique interventricular, es la pared que separa el
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ventriculo derecho del ventriculo izquierdo, mientras que el tabique interatrial separa
a los atrios, siendo mucho mas delgado que el anterior. Con excepcién de ciertas
regiones focales que son de tejido fibroso, este tabique posee una capa central de
musculo cardiaco y un revestimiento de endocardio localizado en la superficie, que

esta en contacto con cada cavidad atrial (Ross & Pawlina, 2012).

Las valvulas cardiacas (Esquema 4) estan fijadas al complejo esquelético de tejido
conjuntivo denso no modelado, que forma los anillos fibrosos y rodea los orificios
atrioventriculares, aodrtico y pulmonar (Ross & Pawlina, 2012). Las cuatro valvulas
cardiacas estan ancladas a sus anillos fibrosos, que a su vez se encuentran
localizados en la base del corazén, estos se reunen para formar el esqueleto fibroso
del corazoén. La valvula adrtica, de localizacién central, constituye la piedra angular
del esqueleto cardiaco, y sus extensiones fibrosas desembocan en cada una de las
tres valvulas restantes. El esqueleto cardiaco no sélo contiene las cuatro valvulas,
sino también la porcion membranosa del tabique y los trigonos fibrosos
intervalvulares, derecho e izquierdo. El esqueleto fibroso cardiaco sirve para aislar
eléctricamente las auriculas de los ventriculos (Fuster, et al., 2002). Cada valvula se

compone de 3 capas:

e Fibrosa.- forma el centro de cada valva y contiene extensiones fibrosas de

tejido conjuntivo de los anillos fibrosos del esqueleto cardiaco.

e Esponjosa.- fibras de colageno y elasticas de disposicion laxa separadas por
una gran cantidad de proteoglicanos. Actua como amortiguador y confiere

flexibilidad y plasticidad a las valvas.

e Ventricular.- tejido conjuntivo denso con muchas capas de fibras elasticas.
En las valvulas atrioventriculares (VA) continia en las cuerdas tendinosas,
las cuales se extienden desde las VA hacia proyecciones musculares de la
pared de los ventriculos llamadas mdsculos papilares (Ross & Pawlina,
2012).

13



Tronco braquicefalico derecho AStENSCAIONSA e eids

Tronco venoso braquicefalico derecho Arteria subclavia izquierda

[Tronco venoso braquicefalico izquierdo :
a a Aorta (callado aértico)

Vena cava superior
Arteria pulmonar izquierda

Arteria pulmonar derecha

Venas pulmonares izquierdas|
Venas pulmonares derechas

Auricula izquierda

Tronco (arteria) pulmonar Vélvula mitral

Auricula derecha . .
Valvulas semilunares

. delaaorta
Vélvulas semilunares

de la arteria pulmonar Ventriculo izquierdo

Vélvula tricuspide

Vena cava inferior

Aorta descendente

Ventriculo derecho

Esquema 4. Esquema de la circulacion sanguinea a través del corazén, las valvulas cardiacas son

las encargadas de controlar el flujo unidireccional de la sangre. (Descargado de: https://www.educandose.com/el-

corazon-humano-anatomia-funcion/)

2.1.1 El Sistema Contractil

La contraccidn de los cardiomiocitos ocurre a nivel de las miofibrillas, que son
estructuras proteicas celulares adaptadas especificamente a la funcion contractil.
Las miofibrillas estan constituidas por la repeticion de sarcomeros en serie (Gémez
& Piskorz, 2013).

El sarcomero o sarcomera, es la pieza basica del sistema contractil muscular, una
organizacion repetida de proteinas responsables de la actividad mecanica. Los
miocitos adultos pueden aumentar el numero y cambiar la disposiciéon de los
sarcomeros en respuesta a cambios fisioldgicos o patolégicos. Un incremento de los
sarcomeros elevara la capacidad de producir fuerza, mientras que un aumento en

serie incrementara su capacidad de acortamiento.

Cada sarcomero estda formado por dos haces de filamentos de orientaciéon
longitudinal (Esquema 5). Los filamentos gruesos, con longitud aproximada de 1.6
micrometros, estan formados por moléculas de miosina en el centro del sarcémero.

En cada extremo de esta estructura, un conjunto de filamentos finos, con longitud de

14




1 micrémetro y formados por actina, tropomiosina y troponina, se entretejen con los

filamentos gruesos. Los extremos opuestos de los filamentos finos se extienden

hasta el final del sarcémero, donde se fijan a una estructura transversal, la linea Z.

La distancia entre dos lineas Z consecutivas es la longitud total del sarcémero.

La cadena pesada de la miosina forma enlaces cruzados, la estructura molecular

que actua sobre la actina y que es la responsable de la conversidén de la energia

quimica (enlaces de fosfato de alta energia) en energia mecanica (fuerza y

movimiento).

SARCOLEMA .

FIBRA
NUCLEG

ORGANIZACION DE LA FIBRA MUSCULAR

MITOCONORIA P’IOFILAMENTOS

=13

LINEAZ . . LINEAZ
Nz ny pites

MIOFIBRILLAS

v BANDAA
BANDA| BANDAI
SARCOMERO
1/ RETICULO LINEAZ LINEAZ
TUBULOST SARCOPLASHMATICO \
— SOSET : e
—( — DL = >
i, < e
FLILAMENTO GRUESO ] e
FILAMENTO DELGADO — _l—(“’— s T CON

/ \ f \
/. \

TROPONINA \ | \

m&m ﬁ&%@i@@

ACTINA TROPOMIOSINA MIOS!NA

Esquema 5. Organizacion estructural de la fibra muscular, el sarcomero es la unidad funcional

encargada de la contraccion muscular. (Descargado de: http://histologianimalmencleo.blogspot.com/2015/06/sarcomero.html)
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2.1.2 Hipertrofia Cardiaca

En respuesta a condiciones de sobrecarga hemodinamica, de presion o de volumen,
el corazén responde incrementando su masa, principalmente a expensas del
aumento del tamafio de los cardiomiocitos (Ross & Pawlina, 2012), este crecimiento
de las células cardiacas es conocido como hipertrofia cardiaca (Esquema 6), que
se caracteriza por ser un proceso complejo de remodelamiento en el corazén,
resultado de estimulos fisiolégicos o patolégicos. Hay dos tipos de hipertrofia:

“fisiolégica o adaptativa” y “patoldgica o maladaptativa” (Cotecchia, et al., 2015).

La hipertrofia fisiolégica es resultado del crecimiento normal del corazén desde el
nacimiento hasta la adultez, el crecimiento del corazén materno durante el
embarazo, y en los atletas como resultado del ejercicio. Se caracteriza por un
aumento de tamano tanto del corazén como de los cardiomiocitos, con una mejora

general de la funcion cardiaca, sin fibrosis (Gomez & Piskorz, 2013).

En contraste, la hipertrofia patolégica se caracteriza por sus propiedades
metabdlicas, estructurales y funcionales anormales, incluyendo fibrosis, muerte
celular y disminucion de la funcién (Gomez & Piskorz, 2013). Puede resultar de
estrés neurohumoral, como la liberacion excesiva de hormonas y citocinas, o
diversas formas de estrés hemodinamico, incluyendo infarto miocardico,
hipertension, isquemia asociada con enfermedad coronaria, disfunciones valvulares

o mutaciones heredadas de genes que codifican proteinas contractiles.

Una consecuencia de la HTA en el musculo cardiaco es la hipertrofia ventricular,
causada por aumento de la cantidad y el tamafo de las células musculares
cardiacas. En la hipertrofia ventricular la pared cardiaca se torna menos elastica, por
lo que el corazdn tiene que trabajar mas para bombear la sangre, sin embargo, se
ha demostrado que la reduccién prolongada de la tension arterial en personas con
hipertrofia ventricular por hipertensiéon puede reducir el grado de hipertrofia (Ross &
Pawlina, 2012).
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Normal heart Hypertrophic
(cut section) cardiomyopathy

Esquema 6. Del lado izquierdo se muestra un corte transversal de corazén sano, mientras que del

lado izquierdo se observa el de un corazdn hipertrofico. (Descargado de:

https://www.cancercarewny.com/content.aspx?chunkiid=258326)

La hipertrofia ventricular izquierda da lugar a diversas alteraciones funcionales:
menor capacidad de vasodilatacion coronaria, patrén anormal de llenado diastdlico
del ventriculo izquierdo y depresion de la mecanica de la pared ventricular izquierda.
En el ambito patoldgico, la hipertrofia relacionada con la HTA se caracteriza por
hipertrofia miocitaria, acompafada de un aumento de la fibrosis intersticial y
desestructuracion fisiolégica de la geometria contractil miocardica. A la larga, el
mantenimiento de la poscarga aumentada, puede hacer ceder al musculo cardiaco,
generando hipertrofia excéntrica que, ademas de las alteraciones diastdlicas, puede
asociarse con disminucién de la funcion contractil del ventriculo izquierdo (Chorro,
Garcia & Lopez, 2007).

2.2 Regulacion del SCV

La actividad del SCV esta vigilada por el Sistema Nervioso Central (SNC). En las
paredes de los grandes vasos sanguineos cercanos al corazén y dentro del corazén
mismo, hay receptores nerviosos sensitivos especializados que proveen informacién
sobre la tension arterial, tales como:

e Barorreceptores: receptores de presién alta, ubicados en el seno carotideo y

en el arco aortico.
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e Receptores de volumen: receptores de presion baja, situados dentro de las
paredes de los atrios y los ventriculos.
e Quimiorreceptores: detectan alteraciones en la tensién de oxigeno y diéxido

de carbono y en el pH (Ross & Pawlina, 2012).

La regulacion homeostatica del SCV es controlada por el sistema nervioso
auténomo (SNA), es decir, por el sistema nervioso simpatico a través de los RA y el
sistema nervioso parasimpatico a través de los receptores muscarinicos de la
acetilcolina. El corazon late en forma independiente de estimulos nerviosos, los
nervios autbnomos no inician la contraccién del musculo cardiaco, sino que regulan
la frecuencia cardiaca (efecto cronotrépico). Los cambios en la fuerza y la
frecuencia de las contracciones del musculo cardiaco son regulados por hormonas
catecolaminas, secretadas desde la médula suprarrenal. Estas hormonas son la
adrenalina y la noradrenalina que llegan a las células musculares cardiacas a través
de la circulacién coronaria (Ross & Pawlina, 2012). Los receptores adrenérgicos
(RA) regulan las respuestas fisioldgicas mediadas por las catecolaminas en el SCV,
ademas, han sido identificados en patologias como la hipertrofia y la remodelacién

vascular (Villalobos-Molina & Ibarra, 1999).

3. Receptores Adrenérgicos

Los RA pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G, y se han
identificado al menos 9 subtipos: aia-, Q1s-, ¥ Q1p-; O2a-, O28-, ¥ O2c-; Y B1-, B2-, ¥ Bs-
RA (Guimaraes & Moura, 2001) y todos ellos tienen un papel fundamental en el
sistema cardiovascular. Por ejemplo, la activacion de los receptores 3 adrenérgicos
en el corazéon (Esquema 7), por la adrenalina y, con menos eficacia, por la
noradrenalina produce aumento en la fuerza de contraccién (efecto inotrépico
positivo) y en la frecuencia cardiaca (efecto cronotropico positivo). Las sustancias
que ejercen efectos inotrépicos y cronotropicos negativos sobre el musculo cardiaco
comprenden a los antagonistas de los canales de Ca®". Estas sustancias
disminuyen la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion del musculo cardiaco
(Ross & Pawlina, 2012).
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bound to hormone ( )
and a heterotrimeric G protein
(redcksh to orange-brown)

Esquema 7. Estructura tridimensional del receptor [3-adrenérgico, en azul, con su ligando (dorado)

asociado a él y las 3 subunidades que componen a la proteina G, en la porcion intracelular (rojo,

naranja V4 café claro). Descargado de: https://proteopedia.org/wiki/index.php/Beta-2_Adrenergic_Receptor

Por otro lado, los RA-a; han sido identificados por clonacién (Docherty, 2010) y
analisis farmacolégico (Jensen et al., 2014; Cotecchia et al., 2015), aunque la
contribucion de cada subtipo RA-a4 en las respuestas inducidas por la adrenalina o
noradrenalina no estan completamente caracterizadas; sin embargo, estos
receptores parecen tener un importante papel en funciones cardiovasculares
(Cotecchia et al., 2015). En el SCV, los RA-a1 regulan procesos como contraccion
del musculo cardiaco y musculo liso vascular, proliferacién celular y migracion, pero
también han sido implicados en procesos patolégicos como hipertrofia en corazén y
musculo liso vascular o arritmias inducidas por isquemia cardiaca (Garcia-Sainz et
al., 1999; Erami et al., 2002; Faber et al., 2007; Jensen et al., 2014; Cotecchia et al.,
2015; Gallardo-Ortiz et al., 2015). No ha sido completada la caracterizacion
funcional de los RA-a4, debido a que los farmacos disponibles son solo
moderadamente selectivos y pueden interactuar con otros receptores adrenérgicos y
no adrenérgicos, ademas porque hay tejidos pueden expresar hasta los tres
subtipos RA-a4. Por ello, las implicaciones funcionales de los RA-a; asi como su
relevancia fisiolégica siguen siendo en gran medida desconocidas.

Estos receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G

(GPCR) y por tanto presentan 7 dominios transmembranales, que se encuentran
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conectados a través de asas intra y extracelulares. Su sistema de senalizacion esta
asociados con un aumento de calcio (Ca*?) intracelular, ya que al unirse la
noradrenalina o adrenalina al receptor, estos sufren un cambio conformacional,
produciendo la activacion de proteinas Gg/11 que a su vez activan a la fosfolipasa C
(PLC-B). Esta enzima hidroliza fosfatidilinositol 4,5 bifosfato para generar 2
segundos mensajeros: el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3
se une a receptores localizados en la membrana del reticulo endoplasmatico
liberando Ca*?. El Ca*? liberado actia sinérgicamente con DAG para activar a la
PKC, que a su vez favorece la fosforilacién de proteinas especificas (Minneman
1988; Hieble et al., 1995). Ademas, la activacion de receptores as-adrenérgicos
favorece la entrada de Ca* del medio extracelular a través de canales dependientes
de Ca™. El aumento de Ca™ intracelular produce contraccion del musculo liso
vascular, accion que se traducira en aumento de tension arterial por

vasoconstriccion (Esquema 8).

Receptor o,

Contraccion

' SERCA

Esquema 8. Mecanismo de sefializacién intracelular de los RA-a1 por estimulacion de las

catecolaminas Adrenalina o Noradrenalina en lechos vasculares.
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En cuanto a los RA-aip, diversos estudios muestran estos receptores estan
involucrados en la regulacién del tono vascular periférico, asi como en el origen /
mantenimiento de la hipertensidon, y se ha asociado con la hipertrofia del musculo
liso vascular (Xin et al. 1997; Villalobos-Molina et al., 1999; Tanoue et al., 2002;
Garcia-Sainz & Villalobos-Molina, 2004; Gallardo-Ortiz et al., 2015). Por ejemplo
Villalobos e Ibarra, reportaron en 1999, que los RA-aip son responsables de la
génesis y el mantenimiento de la presién arterial alta en ratas espontdneamente
hipertensas (SHR), asi como en otros modelos de hipertension, tal como en ratas
Dahl (Caveney et al., 1997) y DOCA-sal (Suzuki et al., 1993).

En el corazén, se encuentran expresados los 3 subtipos de RA, sin embargo el
subtipo 1 se expresa de forma predominante, manteniendo la funcién de éste
organo, sin embargo, en el corazén también se expresan receptores a4, los cuales
s6lo parecen tener un papel importante durante estados patolégicos como durante
la HTA. La abundancia y distribucion de los RA-a4 cardiacos de humano y ratén
parece ser muy similar, los aia Y a4 estan expresados predominantemente en
miocitos cardiacos, mientras que el ai;p se encuentra en células de musculo liso
coronario. No obstante, se ha descrito que la abundancia y funcion de los RA-a4 es
mantenida o aumentada durante el establecimiento de la insuficiencia cardiaca (IC),
en contraste con los RA-B, que estan regulados a la baja y/o se encuentran

disfuncionales (Jensen, et al., 2014).

Estudios in vitro y en animales han sugerido que los RA-a; favorecen efectos
cardioprotectores a través de procesos adaptativos, tales como la inhibicién de la
muerte de los cardiomiocitos, sintesis proteica mejorada, aumento en el
metabolismo de la glucosa e inotropismo positivo. Ensayos clinicos humanos
sugieren que el uso de antagonistas de los RA-a4, esta asociado con un aumento en
la incidencia de la IC. Por otro lado, la infusion crénica de un agonista de los RA-a4
causa hipertrofia cardiaca fisioldgica sin fibrosis (no patoldégica), mientras que la
estimulacion de los RA-B2 conduce proliferacion de fibroblastos cardiacos
(hipertrofia patoldgica) tanto en roedor como en humano. Asi, muchos de los efectos
deletéreos de la activacion de los receptores acoplados a Gq pueden ser atribuidos

a efectos en fibroblastos cardiacos y no en cardiomiocitos (Jensen, et al., 2014).
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Los RA-a1p se localizan principalmente en los lechos vasculares, donde median la
contraccion inducida por agentes adrenérgicos (Villalobos-Molina & Ibarra, 1996;
Villalobos-Molina et al., 1997; Arévalo-Leon et al., 2003), y su expresién funcional in
vivo tiene gran importante funcién en el control de la presiéon arterial (Zhou &
Vargas, 1996; Ibarra et al., 1997; Villalobos-Molina et al., 1999). Ademas evidencias
muestran que los RA-aip se relacionan con la génesis y/o el mantenimiento de la
HTA, pues estan presentes antes del establecimiento de la HTA, por esta razén se
les ha relacionado con la patologia y el aumento en el tono simpatico en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) (Villalobos-Molina & Ibarra, 1996; Villalobos-
Molina et al., 1999; Guimaraes & Moura, 2001; Garcia-Sainz & Villalobos-Molina,
2004). Otros datos también muestran que la estimulacion de los RA-a; por
catecolaminas, estan involucrados en la hipertrofia y proliferacion de células de
musculo liso vascular y se les atribuye a los RA-ap una accién importante en la
hipertrofia vascular (Chen et al., 1995; Yu et al., 1996; Xin et al., 1997).

Derivado de la importancia que tienen los RA-a1p en el sistema cardiovascular, en el
2002 Tsujimoto y colaboradores, desarrollaron un modelo transgénico de ratones,
los cuales tienen disrupcion del gen que codifica para el RA-a1p (knockout). Este tipo
de modelos se logra mediante la localizacion del gen de interés, posteriormente se
disefian plasmidos para incluir vectores de acompafamiento al gen. Las células
madre son transfectadas y se lleva a cabo una recombinacién homodloga en la que
los plasmidos flanquean la secuencia silvestre original (WT), permitiendo la
insercién de un marcador seleccionable, que en este caso es un cassette con el gen
de resistencia a la neomicina en el primer exén del genoma del ratén. Esto ocasiona
que la proteina expresada sea disfuncional. Después de este proceso, se dice que

el gen mutado, es decir, ha sido noqueado (Esquema 9) (Wolf & Woodside, 2004).

22



Estrategia general para la localizacion de genes en raton
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Esquema 9. Proceso mediante el cual se bloquea la expresion de un gen, para la creacién de una
cepa KO de ratones.

Los estudios realizados por los grupos de Tsujimoto y Villalobos-Molina, entre otros,

han demostrado la importancia del RA-a1p a nivel vascular, ya que los ratones KO-
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aip muestran valores de presion arterial basal significativamente mas bajos en
relacion con los ratones silvestres (WT) (Tanoue et al., 2002), asi como una menor
respuesta contractil de la arteria aorta (Lazaro-Suarez et al., 2005) y la respuesta
presora del lecho arterial mesentérico perfundido (Martinez-Salas et al., 2011)
inducida por agonistas aj-adrenérgicos. Estos datos llevaron al grupo de Villalobos
& Gallardo a proponer que, una posible causa en la reduccién de las respuestas
vasculares pudiera deberse a cambios morfolégicos en la estructura cardiovascular
en los ratones KO-a4p. Asi, previos datos en nuestro laboratorio demuestran que los
vasos arteriales, aorta, cardtida, mesentérica, caudal y coronaria, tienen
significativamente menor grosor de masa muscular en comparacion con las mismas
arteria aisladas de ratones WT (datos no publicados). Con estos hallazgos,
decidimos evaluar decidimos evaluar si los ratones KO-aip, también presentan

modificaciones morfolégicas en el corazon.

JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte a nivel
mundial (OMS, 2017), correspondiendo a mas del 30% de las muertes en el mundo,
donde la mayoria ocurren en paises en desarrollo; por ejemplo, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) reporté que en 2015 murieron por ECV 17.7 millones de
personas (31%), de estas muertes, 7.4 millones se debieron a enfermedad coronaria
y se calcula que para el afio 2030, 23.6 millones de personas mueran por esta
causa (OMS, 2017). En México, las ECV también representan la primera causa de
muerte. El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté 116,002
defunciones en 2015 (Arriaga et al., 2017). La hipertension es el principal factor de
riesgo de ECV, ademas el control subdptimo de la hipertension esta asociado a
dafio en organos, que conducen a hipertrofia cardiovascular, asociada a
insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, accidente cerebro vascular, disfuncién
renal, retinopatia y demencia vascular. Por ello, existen una imperante necesidad de
entender los mecanismos que subyacen en el desarrollo de las ECV con la finalidad
de generar estrategias efectivas para el control adecuado de la hipertensién y/o
reversion de la hipertrofia cardiaca.

Tomando en cuenta los estudios previos del laboratorio, sobre la observacion que la

disminucién en el grosor de los lechos arteriales aislados de ratones KO-ap, resulta
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importante identificar si la ausencia de este receptor, también produce cambios

morfolégicos en la musculatura del corazon de estos mismos animales.

HIPOTESIS

La expresion disfuncional del RA-asp modifica la morfologia o la estructura del

corazon en ratones KO-a1p en comparacion con su control silvestre WT.

OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar el efecto morfologico de la ausencia del receptor aip adrenérgico en

la morfologia del corazén en ratones KO-a1p.

Objetivos Particulares
< ldentificar el genotipo de los ratones WT y KO-a4p mediante PCR.
<+ Determinar por andlisis histoldgico, si la ausencia del RA-aip modifica la

morfologia del corazén.

MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se utilizaron 6 ratones silvestres de la cepa C57Black/6J (WT) como control, y 6
ratones que carecen del gen que codifica para el RA-ap (KO-aip) como grupo
experimental. Los ratones se mantuvieron en ambiente libre de patégenos con
temperatura y humedad controladas (22 £+ 2 °C y 40-60% de humedad). Los ciclos
de luz/oscuridad son de 12/12 y tienen libre acceso al agua y alimento. El
almacenamiento, cuidado y procedimientos experimentales de los animales se
realizaron evitando el sufrimiento innecesario, siguiendo las directrices aprobadas
por el Comité Institucional de Bioética de nuestra institucion para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio y de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999, SAGARPA, México).
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Toma de presion arterial:

La presion arterial de los ratones fue tomada en el BIOTERIO de la FES lztacala.
Los animales se sometieron a 1 semana de adiestramiento, con la finalidad de que
los datos obtenidos fueran lo mas cercano a su estado normal. Se utilizé un lector
de presion “LF507 automatic blood pressure computer” y un calefactor “LE565015”
(Letica, Panlab, Espafia). Los ratones se introdujeron en restrictores de movimiento,
posteriormente se colocaron dentro del calefactor el cual es mantenido a una
temperatura de 35°C x 15 min, con la finalidad de dilatar las arterias caudales para
una mejor deteccion de los pulsos cardiacos. Posteriormente, se colocdé una bomba
insufladora, la cual al inflarse ejerce presion en la cola y ocluye la circulacién. La
senal es detectada por un transductor de presion que a su vez se conecta con la
computadora de presion sanguinea para el calculo de la presion arterial. Se midi6 la
presién arterial de cada raton 5 veces y se obtuvo el promedio total de cada cepa de

raton.

Extraccién de ADNg:

Para la determinacién del genotipo de los ratones, se utilizé la técnica de extraccion
de ADN gendmico (ADNg), a partir del centimetro terminal de la cola de ratones.
Cada uno de los fragmentos se sometié a un proceso de digestiéon con 1 ml de una
solucion SNET (Dodecilsulfato de Sodio, NaCl, EDTA, Tris-HCI pH 8), a la que se le
adicionaron 20 pl de proteasa-K. Las muestras se incubaron aproximadamente 12
hrs a 57°C en agitacién. Se tomaron 500 pl de cada muestra digerida y se adicion6
un volumen igual 500 pl de una mezcla de Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico
(25:24:1), se mezclé durante 30 seg en un Vortex y posteriormente fueron

centrifugadas a 13,000 rpm a 4°C por 15 min en una centrifuga Sorvall-Pico.

Se tomaron 300 pl de la fase acuosa y se adicionaron un volumen igual 500 pl de
isopropanol (Sigma-Aldrich, 19515) frio para precipitar el ADN. Se mezclé por
inversion y se incubo durante 4 horas en un ultracongelador a -76°C. Posteriormente
se centrifugé nuevamente a 13,000 rpm por 15 min. Se decanté cuidadosamente el
sobrenadante y se adiciond 1 ml de etanol al 70% para llevar a cabo una ultima
centrifugacion a 13,000 rpm por 15 min. Se decant6 la mayor parte del etanol y se

dej6 abierto el tubo (dentro de una campana de extraccidén), para permitir la
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evaporacion del excedente de alcohol. Finalmente, se resuspendieron las muestras

en 25 ul de agua inyectable.

Se midié la concentracion del ADNg con ayuda de un espectrofotometro Amersham-
Biosciencies-Ultrospec 3300 pro, utilizando diluciones de 3 pl de muestra en 300 pl

de agua (dilucion 1:100) y 1 pl de muestra en 300 pl de agua (dilucion 1:300).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR):
Una vez obtenida la concentracién de ADNg, se tomé 1 pg de la muestra para ser
amplificado mediante PCR. Se utilizé un juego de primers especificos para el RA-a1p

y para el cassette de resistencia a la Neomicina (Neo492).

Cada reaccion contenia 1 uyg de gDNA, “primers upstream” y “downstream” (al 0.2
MM los de RA-apy 2.5 uM para los Neo 492), agua inyectable, buffer 1X para PCR,
dNTP’s al 0.4 mM, MgCl; al 1 mM y Taq polimerasa.

El ciclo térmico se realizd con una temperatura de apertura de 94°C por 30 seg,

hibridacién a 60°C por 30 seg y extension a 72°C por 1 min, durante 34 ciclos.

La secuencia genética de los primers para el RA-ap es la siguiente: (ap-upstream)
CGCTGTGGTGGGAACCGGCAGCGG y (a4p-downstream)
ACACAGCTGCACTCAGTAGCAGGTCA, el tamafio esperado del producto de
amplificacion (amplicon) es de 282 pb. Para el cassette de resistencia a Neomicina,
la secuencia genética de los primers es la siguiente: (Neo492 upstream)
AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTG y (Ne0492 downstream)
AAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCG, el tamafo esperado del amplicdn
es de 492 pb.

Electroforesis en gel de Agarosa

Se utilizé6 un gel de agarosa al 1.5% disuelto en buffer TAE 1X (Tris base, acido
acético y EDTA) y adicionado con 3.25 pl de Bromuro de Etidio (0.5ug/ml) En el gel
se cargaron 5 ul de DNA con 1 pl de buffer de carga Blue-Juice (Invitrogen) para
DNA y 4 ul de H20 inyectable en cada pozo. Dicho gel se revel6 en un Sistema de
documentacion en gel, Gel Doc™ EZ, (Marca Biorad), para obtener fotografias de

las bandas y determinar el genotipo de los ratones KO.
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Técnica Histolégica

Los ratones fueron sacrificados mediante una dosis letal de pentobarbital sédico con
la finalidad de evitar el sufrimiento innecesario de los animales.

Se realizd una diseccidon para extraer el corazon, el cual se limpié de residuos de
sangre externa y se pesé en una balanza analitica.

Los corazones limpios se almacenaron durante 24 hrs en paraformaldehido (PFA) al
4%. Transcurridas 24 hrs, los corazones se sometieron a diferentes tiempos y
solventes para ser incluidos en parafina y finalmente ser colocados en moldes para

formar cubos de parafina de 5x5cm. El procedimiento se indica en la Tabla 1.

FIJACION
PFA 4% 24hrs
LAVADO
H20 (flujo continuo) 30min
DESHIDRATACION
Alcohol 70% 1.5hrs
Alcohol 80% 1.5hrs
Alcohol 90% 1.5hrs
Alcohol 96% 24hrs
Alcohol | al 100% 1hr
Alcohol Il al 100% 1hr
ACLARAMIENTO
Xilol | 1min
Xilol 11 1min
INCLUSION
Parafina | 1.5hrs
Parafina Il 1.5hrs
Parafina Il 24hrs

Tabla 1. Procesamiento de los corazones aislados de ratones KO-ap y WT para su inclusiéon en

parafina.
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Una vez obtenidos los corazones dentro de cubos de parafina, se hicieron cortes
con un microtomo (Leica, RM2125RT) de alto perfil. Los cortes se realizaron a 7 ym
de grosor, se extendieron en un bafo de flotacion con agua destilada y gelatina a
40°C y se montaron sobre portaobjetos silanizados. Una vez obtenidas las laminillas
con los cortes de corazén, se introdujeron en un horno a 50°C durante 24 hrs, con el
proposito de evaporar la parafina de las muestras.

Después de 24 hrs en el horno, a los cortes de corazon se les aplicod formaldehido al
10%, con la finalidad de fijar las muestras a las laminillas. Finalmente, se sometieron
al método de tincion de Hematoxilina-Eosina, el cual permite visualizar los nucleos y
el citoplasma de las células. La tincion se realizd con los tiempos y soluciones

indicados en la Tabla 2 e ilustrados en el Esquema 10.
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DESPARAFINADO HIDRATACION
| | I

Xileno Etanol 100° Etanol 96° Etanol 80° H20
2x10 min 2x10 min 10 min 10 min destilada
.0‘.3 A:pecto del c.(?lor Nﬁdeo‘.’::. 10 min
® e una seccion o
= .o.o.o

Eosina Hematoxilina
30 segundos destilada de grifo 3 min
2x10 min 15 min |
TINCION
Etanol 96° Etanol 100° Etanol 100°  Xileno
1 30 s 5 min 10 min | 2x10 min !
DESHIDRATACION
P Medio de
. Cubreobjetos E""“*::I'_::--a.___ montaje
Listo para - g <
observar <2 <2 ? o,
Tim, - N = _
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Esquema 10. Procedimiento para la tincion de hemaoxilina y eosina. Descargado de:
https://i.pinimg.com/originals/7¢/70/13/7c70133a4b85adbe05579ef93eceed89.png




Soluciones Tiempo
Xilol | 1.5min
Xilol Il 1.5min

Xilol + Etanol 1.5min

Etanol 100% 3min

Etanol 96% 3min

Etanol 90% 3min

Etanol 80% 3min

Etanol 70% 3min

Etanol 50% 3min

Agua destilada 5min

Hematoxilina 1.5min

Agua destilada 1min
Eosina 3min

Etanol 50% 3min

Etanol 70% 3min

Etanol 80% 3min

Etanol 90% 3min

Etanol 96% 3min

Etanol 100% 3min

Xilol + Etanol 1.5min
Xilol Il 1.5min
Xilol | 1.5min

Tabla 2. Tiempos y soluciones para la tincion con Hematoxilina y Eosina de corazones aislados de

ratones KO-ap y WT.

Analisis Histolégico

Finalmente, se realizé el analisis histoldgico en los cortes de corazones aislados de
de ratones KO-aip y WT, donde medimos el grosor de los ventriculos derecho e
izquierdo, asi como el septum. Las mediciones se realizaron en un microscopio La

Carl Zeiss (Carl-Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen, Germany).
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Analisis estadistico

Los datos representan la media + error estandar (e.e.) de al menos 3 ratones de
cada cepa (KOaip y WT). Para determinar diferencias significativas (P < 0.05) en las
mediciones de las 3 areas evaluadas de los corazones, se realizé un analisis

estadistico utilizando la prueba de t-Student

RESULTADOS
Medicién de la Presion Arterial en ratones WT y KO a4p por pletismografia

La pletismografia, es un método indirecto no invasivo, que registra el pulso sistélico
de la presion arterial caudal de los ratones, en este caso, se utilizé para determinar
la presion arterial basal de ratones WT y KO a1p con la finalidad de determinar si entre
las dos cepas evaluadas existe diferencia. Encontramos que los valores basales de
presién arterial sistélica (PAS) y diastdlica (PAD), son significativamente menores en
ratones KO a1D comparado con los ratones control/silvestre WT (PAS: 89 + 3 mm Hg
VS 123 £+ 3 mm Hg y PAD: 75 + 4 VS 97 £+ 5 mm Hg en ratones KO a1D y WT

respectivamente), Figura 1.
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Figura 1. Valores de presion arterial sistolica (A) y diastélica (B) de ratones WT y KO-a1p

determinados por pletismografia. Los valores representan el valor promedio de 6-8 ratones + error
estandar. (&-Student ,*P<0.05 vs WT).
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Confirmacion del genotipo

Con la finalidad de confirmar que las cepas de los ratones KOaip y WT ratones
conservaban sus genotipos homocigotos ap+/+ (KO) y aip-/- (WT), se procedid
realizar la genotipificacion tomando las secuencia y condiciones de amplificacion
facilitadas por el grupo de Tsujimoto (Tanoue., et al.,, 2005) y las modificaciones
realizada por (Lazaro-Suarez et al., 2011). Para ello utilizamos ADNg aislado de las
colas de los ratones KO-aip y WT, los cuales sometimos a PCR, utilizando las
condiciones de amplificacion antes mencionadas, que nos permitid obtener una
unica banda en 282 pb correspondiente el RA-aip y una banda en 492 pb
correspondiente al gen de Neomicina. El patron de expresién se muestra en la
Figura 2, donde observamos para los ratones silvestres (WT), solo la banda de 282
pb correspondiente al RA-ap con ausencia de la banda de 492 pb; mientras que el
patron de bandas para los ratones KO-aip, fue solo la banda de 492 pb

correspondiente al cassette de Neomicina con ausencia de la banda del RA-aqp.
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Figura 2. Patron de expresion por electroforesis en geles de agarosa al 2%. Genotipo de los ratones

silvestre (WT) con una uUnica banda en 282 pb y para ratones KO-a4p con una banda unica en 492pb.
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Analisis Histolégico

Previos datos del laboratorio, mostraron que los todos los lechos arteriales
derivados de ratones KO-aip tenian una marcada disminucién en el grosor de la
masa muscular lisa comparado con su control WT, por lo que la pregunta a evaluar
fue si este mismo fendmeno se observaba en la musculatura cardiaca. El analisis
histolégico y estadistico demostrd que en los corazones aislados de ratones KO-a4p
también tienen menor grosor en la musculatura de los ventriculos derecho, izquierdo
y septum en comparacion con los corazones aislados de ratones WT. Ademas, el
indice alométrico (relacion peso del corazén/peso corporal) confirma esta misma
observacion, es decir que la musculatura cardiaca de ratones carentes del RA-a1p

se encuentran disminuidos (Figura 3).
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Figura 3. Analisis histologico. A) Diagrama y fotografias representativas de cortes de corazén de
ratones WT y KOp. B) Mediciones del grosor de los ventriculos izquierdo, derecho y septum, asi
como la relacién alométrica (peso corazén/peso corporal) de de ratones WT y KOqp. Los datos
representan el valor promedio + error estandar de 3-4 ratones de cada cepa. *P <0.05, -Student.
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DISCUSION

El presente estudio evidencia el importante papel del RA-aip, en la morfologia
cardiovascular, de manera especifica en este trabajo se demuestra su participacion

en la morfologia del corazén.

Previos datos en el laboratorio, demuestran que la ausencia del RA-a4p en ratones,
produce una significativa disminucién en el grosor de la musculatura vascular de los
lechos arteriales: aorta, carétida, mesentérica, caudal y arteria coronaria aislados de
ratones KOayp, en comparacion con su control WT(datos no publicados), lo que
sugiere que este subtipo de receptor adrenérgico participa no solo en la contraccién
de los vasos sanguineos, sino que también en la morfologia de los vasos

sanguineos.

Por otro lado, el andlisis histolégico en corazones aislado de ratones KO-aqp,
sorprendentemente, también muestran una marcada disminucion en el grosor de los
ventriculos y septum, en comparacién con el grupo WT, lo que hace evidente la
importancia de este receptor en la morfologia del corazén, aun cuando el RAap, de

manera normal no parece jugar un papel importante en la fisiologia de éste 6rgano.

Datos en la literatura reportan que las acciones de las catecolaminas sobre
receptores a4, estan relacionadas a condiciones fisioldgicas o patoldgicas
(Chalothorn et al. 2003; Zhang et al. 2004; Faber et al.2007; Jensen et al.2014;
O'Connell et al.2014). En cuanto al corazoén, vale la pena mencionar que los 3
subtipos de RAa; estan expresados (Cotecchia et al. 2015; Jensen et al., 2014),
pero su papel fisiolégico aun es desconocido. Otros autores sugieren que la
estimulacion de los RAa1p, se relaciona con hipertrofia fisiolégica y patologica en
miocitos, por lo que se ha involucrado a este subtipo de RAa4 en la insuficiencia
cardiaca (Zhang et al., 2004; Jensen et al., 2014; Cotecchia et al., 2015). Sin
embargo, poco se sabe acerca de la ausencia de estos receptores, y aqui
mostramos que la ausencia del RAap, parece estar involucrada en la disminucién

de la masa muscular del corazon.

Nuestros valores de presion arterial en ratones WT y KO-a4p, presentan un patron
similar al reportado por el grupo del Tsujimoto (Tanoue et al., 2002), sin embargo,

nuestros datos hacen sugerir que la disminucion en la presion arterial presente en
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ratones KO-a4p, puede estar relacionada a la disminuciéon de la masa muscular
vascular de las arterias, asi como a la disminucion en la musculatura cardiaca. Vale
la pena comentar que cuando se generaron estos ratones KO-a1p, por el grupo de
Tsujimoto (Tanoue et al., 2002), reportaron que el corazon de estos animales no se
observan cambios morfoldgicos, sin embargo, en nuestro caso, encontramos que si
s6lo graficamos el peso de los corazones de los ratones KO-ap y WT, tampoco
encontramos diferencias entre los dos grupos, pero al realizar el analisis de la
relacion alométrica (peso del corazén/ peso corporal) encontramos que hay una
disminucién importante en el corazon aislado de ratones KO-aip en comparacion
con el grupo WT, ademas nosotros observamos en el analisis histolégico, una clara
disminucién en la masa cardiaca en cada todos corazones de los ratones KO, en
comparacién con los ratones silvestres. Por otro lado, y no menos importante,
nuestro grupo ha descrito que el RA-aip, estd involucrado en la génesis y el
mantenimiento de hipertension, ya que el bloqueo de este receptor con el
antagonista del RA-ap, BMY-7378, se previene y/o revierte tanto la hipertension
arterial como la hipertrofia vascular (Villalobos e Ibarra en 1999; Gallardo-Ortiz et al.
2015) es decir, hay varias evidencias que demuestran que el RA-ap, tiene una
funcién importante en el proceso de remodelamiento vascular y en el control de la

presion arterial.

En este mismo sentido, Cotecchia en 2015, reportd que, durante la IC, los RA-ap
tienen un papel compensatorio y protector en el corazén. Ademas, de que la
estimulacién de los RA-a; induce hipertrofia cardiaca, demostrando con ello un
efecto directo de las catecolaminas en el crecimiento del corazén (Cotecchia et al.
2015).

CONCLUSION

Nuestros datos sugieren fuertemente que, la ausencia del RA-aip tiene
consecuencias importantes no solo en laregulacion y el mantenimiento de la
presién arterial, sino también en la morfologia del corazén, ya que la produce una

marcada disminucion en la masa de es éste 6rgano.
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