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RESUMEN

Hay reportes que demuestran la presencia de los receptores dopaminérgicos D; y
D3 en diferentes lechos vasculares, su localizacion y funcion son controversiales,
mas aln no esta clarificada su participacion en una patologia como la hipertension
arterial sistémica. Por lo que en este trabajo se decidié estudiar el efecto de la
activacion de los receptores dopaminérgicos de los subtipos D; y D3 en anillos de
aorta de rata con hipertension arterial espontanea. Se utilizaron ratas macho de la
cepa SHR (con hipertension espontanea) WK (Wistar Kyoto) y SD (Sprague
Dawley). Se obtuvieron anillos aérticos, que fueron colocados en una cadmara de
perfusion, se ajusto una tensiéon basal de 2 gr y se realizaron curvas concentracion
respuesta en anillos precontraidos y sin precontraer respectivamente, con los
agonistas dopaminérgicos (D:1-SKF-38393, Ds-7-OH-DPAT, 10° a 10* M) en
anillos con endotelio (CE) y sin endotelio (SE). Se realizaron los mismos
protocolos en presencia de los antagonistas dopaminérgicos (D;-SCH-23390, Ds-
U-99194A, 10®° M) respectivamente. A otro grupo de ratas se les realizo la
extraccidon de la aorta toracica y se aplico la técnica de western blot para
corroborar la presencia de los receptores dopaminérgicos. Los resultados
muestran que el 7-OH-DPAT produjo vasoconstriccion en anillos CE y SE, efecto
dosis dependiente, en las 3 cepas, el cual fue significativamente menor en ratas
SH a la dosis méaxima (10™° M) comparada con las ratas WK y SD el efecto fue
similar en anillos CE y SE. Este efecto de contracciéon en ratas WK se bloque6 al
aplicar el antagonista D3 (U-99194A), en un 40 % a la dosis maxima usada. El
SKF-38393 en anillos precontraidos con fenilefrina, mostré un efecto vasodilatador
en anillos CE 71 % y SE 56 %, siendo mayor el efecto en las ratas SH a la dosis
méaxima al compararlas con las ratas SD y WK, y al aplicar el antagonista D;
(SCH-23390) en ratas SH hubo un bloqueo de la relajacion del 15 % en la dosis
maxima. Se corroboro la expresion de los receptores dopaminérgicos D; y D3 con
los ensayos del western blot. Estos resultados sugieren que los receptores
dopaminérgicos D; y D3 estan presentes en la aorta de rata SD, WK y SHR. La

activacion del receptor D; produce vaso relajacion efecto que se ve incrementado



en ratas hipertensas. La activacion del receptor D3 produce vasoconstriccion y
este efecto se ve disminuido en ratas hipertensas. Lo que sugiere una
autorregulacion de los receptores dopaminérgicos D; y D3 para tener un mejor

control de la presion arterial en ratas hipertensas.

ABSTRACT

There are reports that show the presence of dopamine receptors D; and D3 in
different vascular beds, its location and function are controversial, also is not
further clarified their participation in a disease such as hypertension. In this work
we decided to study the effect of D; and D3 dopamine receptor activation, in rat
aortic rings with spontaneous hypertension. Aortic rings were obtained from male
rats (SHR-spontaneously hypertensive, WK - Wistar Kyoto and SD-Sprague
Dawley), which were placed in a perfusion chamber, basal tension was adjusted to
2 g and concentration response curves were performed in aortic rings, in presence
or not of phenylephrine. Dopamine agonists (SKF-38 393 D;-, D3-7 -OH-DPAT, 10°
® to 10" M) were tested in aortic rings with endothelium (EC) and without
endothelium (SE). Same protocols were performed in the presence of dopamine
antagonists (D;-SCH-23 390, Ds-U-99194A, 10° M), respectively. Another group of
rats underwent removal of the thoracic aorta and Western blot assay was made to
verify the presence of D; and D3 dopamine receptors. The results show that 7-OH-
DPAT produced vasoconstriction in aortic rings CE and SE, dose-dependent effect
in the 3 strains rats used, which was significantly lower in SH rats with the highest
concentration used compared with WK and SD rats, where the effect was similar.
This vasoconstriction effect was significantly less in the presence of the specific
antagonist of the D3 dopamine receptor (U-99194A). The SKF-38393 in rings
precontracted with phenylephrine, showed a vasodilator effect in aortic rings CE
and SE 71% and 56%, respectively, being the greater effect in SH rats at the
highest dose used, when compared with SD and WK rats. The relaxation effect
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was decreased in the presence of the specific antagonist of the D; dopamine
receptor (SCH-23390) in SH rats, close to 15% at maximum effect observed. It was
confirmed the expression of dopamine receptors D; and D3 with the Western blot
assays in the aorta tissues studied. These results suggest that D; and Dj
dopamine receptors are present in the aorta tissues from SD, WK and SHR rats.
D, receptor activation induces a relaxation effect and was increased in
hypertensive rats. D3 receptor activation causes vasoconstriction and this effect
was less in hypertensive rats. This suggests an up-regulation for D; and down-
regulation for D3 dopamine receptors in order to maintain a balance of blood

pressure in hypertensive rats.



INTRODUCCION

HIPERTENSION ARTERIAL SISTEMICA.

La hipertensién arterial es una de las enfermedades cronicas de mayor
prevalencia en México, ya que afecta al 30.8 % de la poblaciéon de entre 20 y 69
afos de edad. A pesar de la facilidad que se tiene para su diagndstico, cerca del
60 % de los individuos afectados lo ignoran, y de los que reciben tratamiento sélo
un minimo porcentaje tienen un control adecuado.

La hipertensién arterial sistémica (HAS) es un factor de riesgo importante
para el desarrollo de enfermedades cerebrovasculares y renales. La mortalidad
por estas complicaciones ha mostrado un aumento sostenido durante las dltimas
décadas y a pesar de que es causa numero uno de consulta en la especialidad de
cardiologia, es una patologia de la cual se desconocen sus causas Yy los
mecanismos fisiopatoldgicos que llevan a sus complicaciones como la hipertrofia
ventricular, insuficiencia cardiaca o los accidentes cerebrovasculares.

La hipertension arterial sistémica es un padecimiento que se caracteriza por
la presencia de niveles promedio y sostenidos de la presion arterial por arriba de
140/90 mmHg (Chobanian y cols., 2003). La Guia de Tratamiento Farmacol6gico
para el Control de la Hipertension Arterial 2009, addendum a la NOM 030, nos da

la siguiente clasificacion de la hipertension arterial (tabla 1).



TABLA 1. CLASIFICACION DE LOS VALORES DE PRESION ARTERIAL
SISTEMICA

CATEGORIA SISTOLICA (mmHg) DIASTOLICA (mmHg)
Normal 120-129 80-84
Normal alta 130-139 85-89
Hipertension grado 1 140-159 90-99
Hipertension grado 2 160-179 100-109
Hipertensién grado 3 >180 >110

En el 95 % de los casos de HAS entre los 18 y 65 afios de edad no se
identifica ninguna causa, por lo que se considera como primaria, esencial o
idiopatica. En el 5 % restante puede ser secundaria a: enfermedad renal (3-4 %),
hipertension renovascular 0.5-1 %, endocrina (0.1-0.3 %) (feocromocitoma,

sindrome de Cushing, aldosteronismo primario) y causas miscelaneas 0.1-0.3 %.

Se han implicado multiples factores fisiopatologicos en el origen de la HAS:
aumento del tono simpéatico, quizas relacionado con una respuesta al estrés
psicosocial; sobreproducciéon de hormonas retenedoras de sodio vy
vasoconstrictoras; ingestion excesiva y prolongada de sodio, asi como un aporte
inadecuado de calcio y potasio en la dieta; secrecion de renina aumentada o
inapropiada, con la resultante sobreproduccion de angiotensina Il y aldosterona;
produccion deficitaria de sustancias vasodilatadoras tales como prostaciclina y
oxido nitrico y de péptidos natriuréticos; alteraciones en la expresion del sistema
de las calicreinas-cininas que afectan el tono vascular y la regulacion renal del
sodio; anormalidades en la resistencia vascular, incluyendo lesiones selectivas en

la microvasculatura renal; diabetes mellitus (DM); resistencia a la insuling;



obesidad; actividad aumentada de factores de crecimiento vascular; alteraciones
en los receptores adrenérgicos que afectan el cronotropismo, inotropismo y el tono
vascular, y alteraciones en el transporte iénico celular; también se ha reportado
que la alteracion en los receptores dopaminérgicos esta relacionada con el
incremento de la presion arterial que tienen las personas con HAS (Oparil y cols.,
2003). Pero a pesar de que se han planteado mdultiples teorias sobre la generacién
de la hipertension arterial aun no esté claro cuél es el mecanismo que da origen a
la generacion de esta patologia, por lo que muchos cientificos se han dedicado al
estudio de la hipertension. El presente trabajo tiene como objetivo aportar
conocimiento acerca de la funcidon de la dopamina en la regulacion de la presion

arterial que tienen las ratas con HAS.

La dopamina como neuromodulador central y periférico

La dopamina es una amina simpaticomimética de accién mixta.
Estructuralmente pertenece al grupo de las catecolaminas, estd formada por un
grupo catecol y una cadena lateral etilamina. Las porciones moleculares que le
confieren su efecto farmacologico son los grupos hidroxilo del anillo aromatico y el

grupo amino.

La dopamina (DA) es un intermediario de la biosintesis de noradrenalina
(NA) y adrenalina, asi como un neuromodulador importante en el sistema nervioso
central y periférico (Missale y cols., 1998). Tiene una participacion esencial en una
gran variedad de funciones, asi como en algunos estados fisiopatoldgicos. Estas
catecol aminas son sintetizadas a partir de su aminoacido precursor, la tirosina,
por una serie de reacciones catalizadas por enzimas. La primera etapa es la
hidroxilacién de la tirosina por la enzima hidroxilasa de tirosina, es seguida por una
descarboxilacion que da origen a la dopamina, la cual es hidroxilada por la enzima
dopamina B-hidroxilasa, en el carbono beta de la cadena lateral para dar origen a
la NA. La dopamina se sintetiza a través de la misma ruta que la NA, las neuronas
dopaminérgicas carecen de la enzima dopamina [B-hidroxilasa y por tanto, no

producen NA (Fillenz, 1990). Ademas, otra caracteristica es la presencia de un
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sistema transportador de dopamina que esta involucrado en la recaptura del
neurotransmisor por la terminal nerviosa (Laakso y cols., 1998; Page y cols.,
1998).

El grupo hidroxilo en posicion meta del anillo aromético en relacion con el
sustituyente etilamina, le confieren propiedades parciales de accién directa sobre
los receptores adrenérgicos a y B, mientras que el grupo hidroxilo en posicion
para, le confiere propiedades de accion indirecta sobre estos receptores
adrenérgicos, de ahi que sea una catecolamina de accién mixta. Ademas su grupo
hidroxilo y amino le permiten interaccionar y activar a los receptores

dopaminérgicos.

El sistema de modulacion dopaminérgica esta representada por la
presencia de neuronas que sintetizan y liberan dopamina, en las cuales coexiste
un transportador de DA, ademas de receptores selectivos en las células en donde
la DA produce diferentes efectos fisioldgicos. Actualmente se considera que las
diversas acciones de la DA, las efectla a través de cuando menos 5 subtipos de
receptores de DA, acoplados al sistema de proteinas G expresadas en la
membrana de las células blanco (Andersen y cols., 1990; Jackson y Westlind-
Danielsson, 1994; Missale y cols., 1998).

La modulacién dopaminérgica en el sistema nervioso central (SNC) se ha
caracterizado bien y est4 involucrada en varias funciones, como en el control de la
locomocion, funciones cognoscitivas, en las emociones y afecto, asi como en la
secrecién neuroendocrina (Flores y cols., 19962, 1996°; Missale y cols., 1998). En
el sistema nervioso periférico (SNP) hay evidencia de que la DA se secreta en
algunos tejidos y ésta puede ser detectada en sangre, asi como se ha detectado la
presencia de receptores dopaminérgicos en diversos tejidos como el corazon,
riniones, vasos sanguineos, linfocitos B y en la glandula suprarrenal, donde
participan en la homeostasis del sodio, tono vascular y secrecion de hormonas
(Amenta y cols., 1997, 2001; Goldberg y cols., 1978, 1983; José y cols., 1996,
1998; Kopia, 1989).



La alteracion en la sintesis de DA, asi como en la expresion y/o funcion de
los receptores dopaminérgicos se han involucrado en alteraciones
cardiovasculares como la insuficiencia cardiaca congestiva y la hipertension
arterial sistémica (Asico y Cols., 1998; Civelli y cols., 1993; Francis, 1995; José y
cols., 1996, 1998). Por lo cual la infusién de dopamina se ha utilizado a nivel

clinico.
Propiedades farmacolégicas de la dopamina

A dosis bajas (1 — 3 pg/kg/min, iv) actia a nivel de los receptores
dopaminérgico D1, el cual ha sido identificado postsinapticamente en las células
de musculo liso vascular renal, coronario, pulmonar, cerebral, adrenal,
mesentérico, gastrico y el lecho arterial hepatico. La estimulacion de este receptor
conduce a vasodilatacion por estimulacién de la adenililciclasa (AC) y aumento del
AMPc. La activacion de los receptores D2 presinapticos, (que suprimen la
liberacion de NA por una inhibicion de la actividad de la AC, y/o un aumento de la
conductancia del K* y/o una disminucién de la entrada de Ca?*, contribuye también
a la aparicion de un efecto vasodilatador. El efecto clinico mas significativo de la
actividad de estos receptores dopaminérgicos es el aumento del filtrado
glomerular, el aumento en el flujo renal sanguineo y de la excrecién de sodio
(Jerome y O"Hara, 2000; Hussain y cols., 1998).

A dosis intermedias (3 - 10 pg/kg/min, iv) estimula a los receptores
adrenérgicos (1 en el corazén, provocando un efecto inotrépico y cronotrépico
positivo (este Ultimo se presenta con un aumento inicial seguido de una
disminucién, conforme la velocidad de infusion continda). Estos efectos son
provocados debido a la estimulacién de la AC y aumento del AMPc. El efecto
clinico mas significativo de esta dosis de DA es el aumento del gasto cardiaco, sin
producir elevaciones considerables de la frecuencia cardiaca o la resistencia
periférica. También aumenta la perfusion renal por la estimulacion cardiaca que

ejerce (Jerome y O"Hara, 2000; Hussain y cols., 1998).



A dosis elevadas (10 -20 pg/kg/min; iv limite B y 20-50 pg/kg/min, iv; limite
a) estimula a los receptores adrenérgicos aj;, provocando vasoconstriccion por
formacion de 1, 4, 5- trifosfato de inositol (IP3), de diacilglicerol (DAG) y aumento
en el Ca®" intracelular. Estos efectos dan origen a un aumento de la presion
capilar pulmonar, aparicion de vasoconstriccion renal y aumento de la resistencia

vascular sistémica (Jerome y O Hara, 2000; Hussain y cols., 1998).

Estructura del receptor dopaminérgico

Desde que se aislé por primera vez el cDNA del receptor dopaminérgico D,
por Bunzow y cols., en 1988, se conoce la existencia de otros subtipos de
receptores, asi como variaciones de un mismo receptor tabla 2. Todos los subtipos
de receptores dopaminérgicos tienen una estructura similar con siete regiones
hidrofébicas o dominios transmembranales denominados TMI-TMVII. Entre estos
dominios existen tres asas de aminoacidos denominadas (CPL1, CPL2, CPL3)
que protruyen dentro y fuera del citoplasma. El extremo amino terminal es
extracelular y presenta el mismo nimero de aminoacidos en todos los subtipos de
receptores, asi como un numero variable de sitios para glicosilacion. Los
receptores de la familia D2 tienen una asa intracelular (CPL3) muy larga, una
caracteristica que es comun en los receptores que interactian con el sistema de
proteinas G;, para inhibir la adenililciclasa. Mientras que los receptores de la
familia D1 se caracterizan por una CPL3 corta, como muchos de los receptores
que se acoplan a las proteinas Gs y que estimulan la producciéon de AMPc. El
extremo carboxilo terminal protruye dentro del citoplasma y es 7 veces mas largo
para la familia de los receptores D1 que para los de la familia D2. Esta porcién es
rica en residuos de serina, treonina lo cual es un sustrato para la fosforilacién
(Missale y cols.,, 1998). Esta organizacion topogréfica se considera una
caracteristica importante entre los receptores que se acoplan al sistema de

proteinas G membranales (Jackson y Westlind, 1994).



Clasificacion de los receptores dopaminérgicos

La primera clasificacion de receptores dopaminérgicos fue propuesta por
Kebabian y Calne en 1979, de acuerdo con la evidencia farmacologica y
bioguimica, como dos familias de receptores, una acoplada positivamente a AC y
otra inhibiendo el sistema de generacion de 3°,5- monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc). Los recpeptores de la familia D; estan acoplados a proteinas
Gs, induciendo un aumento en la producciéon de AMPc y los receptores de la
familia D, estan acoplados a proteinas G;, induciendo una menor actividad de AC y
menor produccion de AMPc (Civelli y cols., 1993; Jackson y Westlind, 1994;
Missale y cols., 1998). Estas diferencias funcionales son actualmente explicadas
por las diferencias estructurales que existen entre las dos familias de receptores

dopaminérgicos.

Con el advenimiento de la biologia molecular y las nuevas técnicas para
sintetizar drogas especificas, es posible identificar la presencia de diversos
receptores dopaminérgicos, especialmente en el SNC. Se conoce clasicamente
qgue en la familia de los receptores D1 se incluye a los subtipos D; y Ds, mientras
que, dentro de la familia de los receptores D2 se encuentran los subtipos D, D3 y
D4 (tabla 2).



TABLA 2. Tipos y caracteristicas de los receptores dopaminérgicos.

Nombre D1 D2 D3 D4 D5
aceptado
Otros nombres Dia Doa, Do, Dys, | D D,c Dig
Dy(aaa), D2(a1s)
Aminoacidos 446 aa* Corto: 414 aa* 400 aa* 386-515 aa* 477 aa*
Largo: 443 aa*
Aminoacidos en | 57* Corto: 134* 120* 101-261* 50*
la tercer asa
citoplasmatica Largo: 443*
Aminoacidos en | 113* 16* 16* 18* 116*
la porcion COOH
terminal
Intrones 0 6 5 3 0
Localizacion 59 35.1 11q 22-23 3g13.3 11p 15.5 4p 15.1-16.1
cromosémica
Agonistas R(+)-SKF-38393 U-91,3562 Pd 128,907 R(+)- | PD 168,077 R(+)-SKF-38393
selectivos A-68930 7-OH-DPAT A-68930
Antagonistas SCH-23390 L-741,626 S(-) Nafadotrida L-741,870 SCH-23390
selectivos SCH-39166 L-750,667 RBI-257 | SCH-39166
U-101,387
Segundos Gs (1 AMPc) Gi (modula AMPc) | Gi (modula AMPc) | Gi (modula AMPc) | Gs (1T AMPc)
mensajeros Gqg/11(1MIP3/DAG)
Radioligando [*H]-SCH-23390 [*H]-Nemonaprida | [H]- [*H]-Nemonaprida | [’H]-SCH-23390

[**1]-SCH-23982

[3H]-Espiperona

Nemonaprida
[3H]— Espiperona

[3H]- Espiperona

[**1]-SCH-23982

*En humano. aa = amino4cidos. Modificado del RBI Handbook of Receptor Classification and signal

Transduction. 3rd. Edition 1998 y Missale y cols., 1998.




Receptores dopaminérgicos en vasos sanguineos

Los receptores dopaminérgicos periféricos fueron originalmente
caracterizados a través de estudios fisiolégicos como cambios en el flujo
sanguineo en respuesta a la administracion de agonistas y antagonistas de la
dopamina (Goldberg y cols., 1978). Estudios realizados por McDonald y cols., en
1964 demostraron que la dopamina produce los efectos duales dependiendo de la
dosis descritos anteriormente, al aplicar una infusion intravenosa de DA en sujetos
sanos del género masculino, observaron una marcada reduccion de la resistencia
vascular a nivel renal. Este hecho provocé que la investigacion de la DA a nivel
periférico se enfocara en la arteria renal de los animales. De esta forma, se tiene
registrado en el estudio de McNay y cols., en 1965 que la inyeccién de DA en la
arteria renal de los perros anestesiados causa vasodilatacién a dosis bajas,
vasoconstricciobn a dosis elevadas y el pretratamiento con fenoxibenzamina, un
agente a bloqueante, suprime soélo la vasoconstriccion. En forma similar, en el
perro anestesiado pretratado con fenoxibenzamina (Goldberg vy cols., 1972)
observaron que la inyecciébn de DA en las arteria renal y mesentérica produce
vasodilatacién, y mostraron que bajo estas condiciones, el efecto no es
antagonizado por propranolol (antagonista adrenérgico ), atropina (bloqueador
muscarinico) o antagonistas de la histamina pero, si es selectivamente atenuado
por haloperidol, fenotiacinas y bulbocapina, es decir por neurolépticos, sustancias
con probada accién de antagonistas de los receptores dopaminérgicos centrales.
Este hallazgo obviamente reforzé la hipétesis de la existencia de receptores

dopaminérgicos especificos en lechos vasculares (Goldberg y cols., 1972).

A finales de la década de los 70°s se demostro la existencia de receptores
dopaminérgicos periféricos especificos a través de pruebas funcionales, como la
medicion del flujo sanguineo renal y la aceleracion cardiaca, proponiéndose dos
subtipos de receptores, los cuales se plante6 eran diferentes a los receptores

dopaminérgicos del SNC (Missale y cols., 1998).
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Posteriormente, Goldberg y cols., (1995), clasificaron a los receptores
dopaminérgicos periféricos en DAl y DAl. Esta clasificacidon era similar al
esquema de los receptores dopaminérgicos del SNC, debido a que los DAl
comparten propiedades farmacoldgicas comunes a la familia D1, y los DA2 a la
familia D2. Estudios subsecuentes tanto bioquimicos como de biologia molecular
en tejidos periféricos, demostraron igualdad entre los receptores dopaminérgicos
periféricos y los centrales, por lo que la clasificacion DA1 y DA2 fue eliminada
(Missale y cols., 1998).

Después del hallazgo de estos dos subtipos de receptores a nivel periférico,
las investigaciones para encontrar y caracterizar mas subtipos tomé auge, para
dar como resultado que, todos los receptores dopaminérgicos, en mamiferos,
inicialmente clonados del cerebro, se encontraban expresados en sitios periféricos
como la glandula adrenal, vasos sanguineos, cuerpos carotideos, rifién, tracto

urinario, corazon, intestinos, y glandula parétida (Missale y cols., 1998).

Diversos estudios han mostrado que la activacion selectiva de los
receptores dopaminérgicos periféricos ejercen profundos efectos hemodinamicos y
en la liberacion de noradrenalina, como: vasodilatacién renal y periférica, diuresis,
natriuresis e inhibicion de la liberacion de NA en las terminales noradrenérgicas
periféricas (Zeng y cols., 2007). En humano los agonistas no selectivos de los
receptores dopaminérgicos D, son capaces de reducir la liberacion de NA (Abadie
y cols., 1996; Rump y cols., 1995), por lo que se ha sugerido que la activacién de
los receptores dopaminérgicos presinapticos D,, ejercen una modulacion
inhibidora del sistema nervioso simpatico, predominante en la periferia. La
dopamina, provoca vasodilatacion de las arterias renales, coronarias, carotideas,
vasos mesentéricos y celiacos (Lokhandwala y Jandhyala, 1979; Kopia y Valocik,
1989; Zeng y cols., 2004; Zeng y cols., 2007), lo que conlleva a una disminucion
de la presion sanguinea. Este efecto es mediado por la estimulacién directa de los
receptores dopaminérgicos de la familia D1 y D2 presentes en estos vasos
sanguineos (Missale y Cols., 1998, Zeng y cols., 2007). Los receptores de la

familia D1, estan localizados en el muasculo liso vascular (postsinapticos), los
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cuales median la relajacion del musculo, mientras que los receptores de la familia
D2 estdn localizados en nervios simpaticos (presinpticos), que inhiben la
liberacion de NA (Francis, 1995; Kopia y Valocik, 1989; Lokhandwala y cols., 1985;
Zeng y cols., 2007).

La presencia de los receptores dopaminérgicos especificos en vasos
sanguineos se postuld como resultados de experimentos hechos en perros
anestesiados (Goldberg y cols., 1972, 1978). Estos estudios han demostrado que
la DA ademas de producir una vasoconstriccion mediada por la activacion de los
receptores adrenérgicos a, también reduce la presion sanguinea en forma
dependiente de la dosis, y los antagonistas B adrenérgicos no bloquean dicho
efecto (Eble, 1964; Goldberg y cols., 1963; Horwitz y cols., 1960), pero si, los
antagonistas con propiedades dopaminérgicas. En estudios posteriores, en que la
respuesta vasodilatadora a la DA se analizé en el lecho renal y mesentérico del
perro anestesiado, dicha respuesta fue dependiente de la dosis y se bloque6 con
metoclopramida, agente con propiedades blogueadoras dopaminérgicas (Hahn y
Wardell, 1980). Ademas, se demostr6 que el haloperidol (un antagonista
dopaminérgico), en una dosis que no afecta a los adrenoreceptores a o 3, reduce
significativamente la accion vasodilatadora de la dopamina en el lecho renal y
mesentérico del perro (Yeh y cols., 1969). Estos resultados demuestran que los
receptores dopaminérgicos estimulados por dopamina inducen vasodilatacién en
esos lechos vasculares. Posteriormente se evidencio la existencia de los
receptores dopaminérgicos en otros lechos vasculares como el coronario,

cerebral, hepatico y femoral (Lokhandwala y Barreto, 1982).

En un intento por discernir el tipo de receptores involucrados en la
respuesta inducida por la dopamina, se analizaron sus efectos sobre la
contractilidad cardiaca, la presion arterial, el flujo sanguineo renal y femoral en el
perro anestesiado. En estos estudios y con el empleo de distintos agonistas y
antagonistas dopaminérgicos, se demostro que la vasodilatacion inducida en el
lecho renal era consecuencia de la activacion de los receptores D;. Y que la

disminucién del tono femoral y de la contractilidad cardiaca, resultaba de la
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inhibicion de la liberacién de catecolaminas, por la accion de la dopamina sobre

receptores del tipo D, presinapticos (Segawa y cols., 1998).

En los estudios invitro de Brodde (1982), se demostré el efecto relajante
inducido por la dopamina y algunos dopaminomeéticos, vasos mesentéricos y
renales perfundidos del perro y rata respectivamente; asi como anillos de arteria
renal, mesentérica, esplénica, coronaria y cerebral de conejo. Estos modelos,
segun Brodde, proporcionan la ventaja de poder realizar una cuantificacion mas
precisa de los efectos de los agonistas y antagonistas, lo que conduce a una mejor
caracterizacion de los receptores involucrados en dicho efecto. ElI orden de
potencia encontrado (a través de una relacion estructura actividad farmacolégica
para el receptor dopaminérgico) para los distintos agonistas empleados fue: 7-
DTN mayor que el N,N-di-n-propil-dopamina (agonista parcial) mayor que
apomorfina (agonista parcial) los antagonistas empleados fueron: (+)-butaclamol,
metoclopramida y droperidol. Encontraron que ambos presentan un antagonismo
competitivo sobre el efecto relajante inducido por la dopamina, mostraron asi la
existencia de receptores dopaminérgicos postsinapticos que median un efecto

vasorrelajante en algunos lechos vasculares.

Estudios subsecuentes usando radioligandos y estudios autorradiograficos
o mediciones de la actividad de la adenilato ciclasa (AC) confirman o amplian los
resultados de los estudios fisioldgicos. De esta forma, los receptores D; que se
asocian con la estimulacion de AC han sido identificados en la arteria renal,
mesentérica y esplénica, se encuentran concentrados en la capa media y son
insensibles a la simpatectomia quimica. Los receptores D, estan localizados en la
adventicia asi como también en el borde de la adventicia y la media, y la capa
intima, en las arterias renal, mesentérica y esplénica, estos receptores estan
asociados con una inhibicion de la AC. La simpatectomia quimica reduce la
densidad de los receptores D, localizados en la adventicia y el borde entre la
adventicia y la media pero, no en la intima, sugiriendo la presencia de receptores

dopaminérgicos presinapticos y postsinapticos en estos vasos sanguineos. El
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papel funcional de los receptores D, postsinapticos aun no ha sido totalmente
esclarecido (Strange, 2002; Zeng y cols., 2004, 2007).

Los estudios mencionados anteriormente, muestran que los receptores
dopaminérgicos periféricos no se concentran sol6 en una region, sino que se
encuentran distribuidos; esto puede significar que la dopamina en la periferia,
pudiera ejercer efectos mas extensos y complejos de lo que hasta ahora se ha
determinado. De hecho, la localizaciobn presinaptica de los receptores
dopaminérgicos, especialmente de los subtipos D, y Ds, sugieren que podrian
participar, primordialmente en la regulacion de la liberacion de NA en las
terminales nerviosas. Pero su localizacion postsinaptica también sugiere una

accion dopaminérgica directa (Missale y cols., 1998; Zeng y cols., 2007).

Sin embargo, las herramientas farmacoldgicas especificas necesarias para
lograr avances en la caracterizacion y estudio de los receptores dopaminérgicos
vasculares son escasas. En este sentido, por ejemplo el fenoldopam es un
agonista selectivo para la familia D; ampliamente usado en la investigacion: pero
el SKF-38393, es otro agonista D; que muestra una mayor selectividad y no ha
sido utilizado suficientemente en estas investigaciones. Ademas, en forma
general, no se ha logrado definir el papel funcional de los receptores
dopaminergicos vasculares, tanto de aquellos presentes en el musculo liso como

de aquellos presentes en el endotelio, (Missale y cols., 1998; Strange, 2002).
Participacion de la dopaminay los receptores dopaminérgicos en la HAS

Existen evidencias de que la dopamina puede estar participando en la
regulacion de la presion arterial sistémica a nivel central y periférico. A nivel
central se ha evidenciado que, la estimulacion eléctrica o quimica del area
tegmental ventral del cerebro de rata, la cual es la region de origen del sistema
dopaminérgico A10, produce un aumento de la presion arterial, efecto que fue
bloqueado por el haloperidol, antagonista de los receptores dopaminérgicos D,
(Cornish y Van Den Buuse, 1994). Adicionalmente, la actividad neuronal del area

tegmental ventral y sus proyecciones en el sistema mesolimbico dopaminérgico,
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se alteran por cambios en la presion arterial, balance de electrolitos y sal, estrés e
ingestiobn de agua, cambios a su vez relacionados con la hormona vasopresina
(Van Den Buuse, 1998). Las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra
liberan dopamina, que a su vez, regulan la actividad de disparo de las células del
nacleo subtalamico (Cragg y cols., 2004). La disminucién de dopamina a nivel de
la sustancia nigra se ha relacionado con la enfermedad de Parkinson, situacion

que se asocia con hipotension ortostatica (Goldstein y cols., 2002).

A nivel periférico existe evidencia experimental de que la dopamina y/o los
receptores dopaminérgicos pueden estar participando en el desarrollo de HAS.
Los estudios de Habuchi y cols., en 1995, mostraron que la concentracion de
dopamina tisular, medida por HPLC en corazon (ventriculo derecho e izquierdo) de
ratas con hipertensién espontanea (SHR) y su cepa control (Wistar Kioto; WK), fue
significativamente mayor en las ratas con hipertension espontadnea que en las del
grupo control. Hace unos afios se reporté que la supresién genética del receptor
dopaminérgico D3 en ratones, aumenta la produccion renal de renina y produce

retencion de sodio, con la consecuente HAS (Asico y cols., 1998).

Adicionalmente existen diversos estudios experimentales en los que se
demuestra que la sobreactividad simpatica contribuye al dafio tisular ocasionado
por la HAS (Akiyama y cols., 2002). La inhibicion de la actividad simpatica ha
mostrado efectos benéficos e incluso regresion de los efectos secundarios de la
HAS en diversos tejidos. La inhibicién de la actividad simpatica puede realizarse a
diversos niveles. A nivel periférico en el sistema cardiovascular, el uso de
antagonistas de los receptores alfa y beta adrenérgicos, que bloguean las
acciones de la NA, son tratamientos farmacoldgicos aceptados en el control de la
HAS. Por otro lado, la administracion de agonistas selectivos de los receptores
dopaminérgicos como el fenoldopam han mostrado ser Utiles para el control de la
HAS (Taylor y cols., 1999; Tumlin y cols., 2000). Desde el enfoque fisiolégico es
probable gue la inhibicién de la dopamina-betahidroxilasa, enzima necesaria para
la conversion de DA a NA en las terminales nerviosas, es un mecanismo efectivo

para disminuir la sintesis y liberacion de NA y aumentar los niveles de la dopamina
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con la subsecuente reduccion en los valores de la presion arterial, como se ha
demostrado por diversos autores (Gellai y cols., 1990; Ohlstein, 1987, 1988;
Stainley y cols., 1997). El uso de inhibidores de la dopamina-betahidroxilasa como
el nepicastat a mostrado que reduce los niveles de la presion arterial
significativamente, en ratas con HAS, (Ohlstein, 1987; Stainley, 1997). En sujetos
con deficiencia genética de dopamina-betahidroxilasa en las terminales nerviosas
periféricas y en la médula adrenal, las concentraciones de NA en plasma y en
liquido cerebroespinal, no son detectables (Rea y cols., 1990). En estos casos la
DA es el neuromodulador que se libera en las terminales nerviosas y
particularmente en las neuronas noradrenérgicas actia como un neuromodulador
falso (Robertson y cols., 1991). Los sujetos tienen hipotensién ortostatica grave
que limita sus actividades. En el 2004 Zeng y cols., descubrieron que la
estimulacién simultdnea del receptor D3 y D; causan vasorrelajacion mediante
sinergismo estos mismos autores en el 2007 nos dan una amplia perspectiva de
los efectos de los receptores dopaminérgicos a nivel periférico mostrando que
estan implicados en la regulacion de la presion arterial, y que los efectos al activar
los receptores dopaminérgicos se ven alterados en sujetos con hipertension

arterial.

En resumen los estudios mostrados sugieren que en condiciones
fisiologicas, la transmisién simpatica mediada por NA es regulada por la
transmision dopaminérgica a nivel central y periférico y que, por lo tanto, al
modificar la transmisién dopaminérgica en forma externa se puede regular el tono
simpatico periférico, lo cual seria de gran relevancia en diversos estados
fisiopatologicos cardiovasculares como la HAS, en donde el aumento del tono
simpético desempefia una funcion predominante en mantener y desarrollar

complicaciones secundarias a esta patologia.

Modelos animales de hipertensidn arterial sistémica
Existen diversos modelos de experimentacion de HAS (Badyal y cols.,
2003). Los modelos animales de hipertension arterial aportan mas evidencia sobre

los cambios que sufren los 6rganos a consecuencia de un aumento de la presion
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arterial a corto, mediano y largo plazo. La HAS de origen genético es uno de los
modelos més usados por su similitud con la HAS en los humanos. Con el
desarrollo de animales de laboratorio que espontaneamente desarrollan
hipertension arterial, por Okamoto y Aoki en 1973 y que originalmente recibieron
el nombre de cepa Okamoto-Aoki, para posteriormente ser denominadas SHRs
(por sus siglas en ingles, spontaneously hypertensive rats) ratas con hipertension
espontanea. Esta cepa de ratas, revolucion6é los modelos experimentales que
anteriormente se usaban y que algunos investigadores ain manejan como son la
aplicacion crénica de un clip metalico en la aorta toracica, en la arteria renal, o la
administracion crénica de corticosteroides. En las ratas SH la presion arterial
gradualmente se incrementa hasta mantenerse en un nivel elevado sostenido a
partir de las 12 semanas de edad, (Badyal y cols., 2003; Kurtz y cols., 1990) este
modelo de HAS también desarrolla complicaciones similares a las observadas en

los humanos con HAS esencial, como eventos vasculares cerebrales.

Por lo tanto, la corroboracibn de la existencia de los receptores
dopaminérgicos en las diferentes capas del sistema vascular y los cambios que
presenten, en ratas con hipertension espontanea probablemente nos ayudaran a
entender mas, acerca de la fisiopatologia de la HAS, por lo tanto, es un campo de

investigacion relevante.
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JUSTIFICACION

Existe evidencia experimental de que los receptores dopaminérgicos
pueden estar participando en el desarrollo de HAS a nivel periférico. También hay
reportes de que los receptores dopaminérgicos se encuentran presentes en el
sistema vascular, aunque aun no esta clara cual es su participacion en
condiciones fisiolégicas y menos aun en condiciones fisiopatoldgicas.
Particularmente en aorta de rata, hay evidencia de que los receptores
dopaminérgicos de la familia D2 estan expresados en las regiones preunional y
postunional respectivamente. Sin embargo, aln no esta clarificada su participacion
funcional, ni su mecanismo de accion. Menos aun se conoce su participacion en

condiciones patolégicas como la HAS.

Los protocolos propuestos en este proyecto nos daran, en general, mayor
informacion acerca de la participacién de los receptores dopaminérgicos en el
sistema vascular arterial, lo cual también nos ayudara a entender los mecanismos
mediante los cuales, éstos estarian participando en el desarrollo de la HAS y ser

blanco de estudio en proyectos posteriores.

HIPOTESIS

A nivel de la aorta de rata se expresan los receptores dopaminérgicos que
participan en la regulacién del tono vascular. En la HAS existen cambios que
podrian estar relacionanados con un aumento y/o disminucién en la expresion y/o
desensibilizacion de los receptores dopaminérgicos, localizados en la aorta de la
rata SH y que estan intimamente relacionados el aumento de la presion arterial

gue desarrollan estos animales.
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OBJETIVO
General

Determinar las probables alteraciones en el efecto fisioldgico de los
receptores dopaminérgicos en la aorta toracica de rata con hipertension arterial
espontanea.

Objetivos Especificos

1. Comparar la presion arterial de las tres cepas de ratas estudiadas SD, WK,
SHR.

2. ldentificar farmacol6gicamente los receptores dopaminérgicos D1y D3 en la

aorta toracica de rata con hipertension arterial espontanea.

3. Corroborar la expresion de los receptores dopaminérgicos D1 y D3 en la

aorta toracica de rata con hipertension arterial espontanea.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas de la cepa SHR (ratas con hipertensién espontanea), WK
(Wistar-Kyoto) y SD (Sprague Dawley). Las cepas originales se adquirieron de
Charles Rivers y se reprodujo en el bioterio del laboratorio. Los animales fueron
manejados con alimento a libre demanda y con control de luz-oscuridad (12 X 12
h), con regulacién de la temperatura (23 °C) y de humedad (60 %). El protocolo
estuvo de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de México (Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999). Las ratas SHR y sus
controles fueron estudiadas durante un periodo de 2 meses, para corroborar que
los animales de experimentacidon mantuvieron durante ese tiempo los valores de

presion arterial para ser considerados como controles o hipertensos.

Equipo
Equipo para medir la presion arterial.

-Caja de calentamiento para la rata.

-Caja de acrilico. Kent Scientific Corporation
-Mangos oclusores.

-Pletismégrafo (Sensor de cambios de volumen)

Sistema de medicion de presion arterial modelo XBP1000 de Kent Scientific

Corporation (transductor)

-Tarjeta de conversion analdgica/digital ADC 100 (pico tecnology Limited).
-Programa de computo Pico Scope

Equipo para medir reactividad vascular

-Bafio Maria. Poly science Series 8000
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-Camaras para perfusion de tejidos con entrada de carbogeno (O, al 95% y CO,
al 5%) y entrada y salida interna de agua. Espacios para la entrada y salida de

solucion fisiolégica.

-Ganchos de acero inoxidable.

-Transductor de tension isométrica FT 03 (CANNON)
-Amplificador de sefial GRASS modelo P11T.
-Conversor Pico Technology modelo ADC 16.
-Programa de computo Picolog Recorde.
Equipo para realizar Western Blot

Mortero

Ultracentrifuga

Politron

Equipo para corrimiento electroforético
Equipo para transferencia

Caset fotografico

Pelicula radiografica

Soluciones y farmacos

Pentobarbital sédico

Solucioén fisiolégica para vasos sanguineos (composicion mM: NaCl, 119.0; KCI,
4.7; MgS0O,4-7H,0, 1.17; CaCl,-H,0, 1.6; NaH,PO4, 1.18; NaHCOg3, 24.0; EDTA,
0.03; Dextrosa, 5.5).

Fenilefrina (Phe), agonista a;-adrenérgico.
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Acetilcolina (ACh), agonista muscarinico.

Dopamina, agonista dopaminérgico.

SKF 38393, agonista dopaminérgico D1

SCH-23390, antagonista dopaminérgico D1

7-OH-DPAT, agonista dopaminérgico D3

U 99194A, antagonista dopaminérgico D3

Anticuerpo primario contra los receptores D; y D3

Anticuerpo secundario
2-metilbutano y hielo seco
Inhibidores de proteasas
Bufer de lisis

Bufer de resuspencién

Gel de agarosa

Membrana de nitrocelulosa
Bufer de transferencia
Leche al 5%

TBS Tween

Luminol
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Medicién de la presion arterial

La medida de la presién arterial se realizo a través del método indirecto en la cola
de rata a través del sistema de medicion de presion arterial (modelo XBP1001 de
Kent Scientific Corporation). Para el registro se utilizé un sistema de adquisicion y
conversion de datos, el cual esta instalado en una computadora (PICO). El
sistema permite obtener el registro de la presion sistolica y diastélica del animal de
experimentacion. El sistema es altamente sensible y exacto. Esta basado en el
principio de pletismografia de extremidades, el cual mide el retorno del flujo
sanguineo después de una oclusion previa figura 1. Se realizaron de 4-6 registros
de presion arterial, en cada rata durante cada medicion se tomé el promedio de
estos valores como la presion arterial. Los criterios para el desarrollo de la HAS
fueron con base a los valores de la presién arterial sistélica y diastélica sostenidos
durante el periodo de seguimiento. Se establecié el diagnostico de HAS, cuando la
presion sistélica fue mayor de 160 mm de Hg y la presion diastélica mayor 110

mm de Hg, de acuerdo con los criterios diagndsticos para la HAS en ratas.

Caja de
restriccion

Wangaos
oclusores Tarjeta de

conversién\

=

oo

XEBP 1000
Kent Scientific

Sisterna de medicic‘)n/

de presion arterial

Figura 1. Esquema del sistema para la medicion de PA en ratas.
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Estudios fisiologicos y farmacologicos.

Se calibré el equipo a 2 g de tension, también se prepard la solucion
fisiolégica para vasos, con la cual se llenaron las camaras para perfusion de
tejidos y se ajustd la temperatura a 37, 38 °C. La solucidn fisiolégica para vasos
fue perfundida con carbégeno (95% O, y 5% CO,), burbujeo constante para

mantener en condiciones adecuadas el tejido.

La rata fue pesada y en relacion con ello se le aplic6 una dosis de
pentobarbital sédico (0.1 ml / 100 g de peso) con 0.1 ml de heparina. Se realiz6
una toracotomia media y se extrajo la aorta toracica, posteriormente a ésta se le
retird el tejido conectivo y sangre, y se procedié a cortarla en anillos de 3 mm a 4
mm aproximadamente. En un grupo experimental se preservo el endotelio
vascular y en otro se eliming, al producir un raspado intravascular del mismo, esto
para analizar si el efecto es dependiente o independiente de endotelio. Los anillos
de aorta se colocaron en tres camaras de vidrio de capacidad de 10 ml cada una,
se colocaron entre dos ganchos de acero inoxidable en forma de “L”, un extremo
se engancho a la cdmara y el otro al transductor de tension muscular FT03. El
transductor es sensible al movimiento mecanico de la aorta, ya sea de contraccion
o de relajacion y esa sefial mecanica la convierte en sefal eléctrica que
posteriormente pasa a un amplificador de sefial GRASS modelo P11T y de éste al
programa de computo (pico Technology) en donde fueron analizados y registrados
los cambios ocurridos en los anillos de aorta figura 2.
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Figura 2. Esquema de la cdmara para perfusion de tejido utilizada para medir la contraccion
y relajacion de tejido aislado de anillos de aorta.

Para realizar este protocolo se montaron en las camaras los anillos de aorta en
condiciones fisiologicas, se dejo estabilizar el tejido durante media hora, con
lavados cada 10 minutos con solucion fisiolégica para vasos, después de la
estabilizacién del tejido se hizo una aplicacién de fenilefrina 10° M para alcanzar
la contraccion maxima del tejido, y posteriormente se aplicé acetilcolina 10° M
para observar el porcentaje de relajacidn con respecto a la contraccion. Este
procedimiento es para corroborar que los tejidos no sufrieron dafio al momento de
ser extraidos o0 montados en las camaras de perfusion de tejidos, la corroboracion
se hizo en ratas control cuando la contraccién con fenilefrina fue mayor al 50 % y
la relajacion con acetilcolina fue mayor al 50 % con respecto a la contraccion, se
lavé el tejido y se estabiliz6 nuevamente el tejido a 2 g de tension, después de la
estabilizacion se aplicO dopamina y los agonistas dopaminergicos desde
concentraciones de 1 nM hasta concentraciones uM . Adicionalmente se realizé la
aplicacion de los agonistas mencionados en presencia de su antagonista
dopaminérgico, para corroborar que los efectos observados fueron mediados por

los receptores dopaminérgicos.
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Técnica de Western Blot

Se anestesio la rata con pentobarbital sédico, y se realizdé una toracotomia media,
para extraer la aorta toracica, posteriormente se le retiré el tejido conectivo y
sangre, se procedié a congelarla en solucion de 2-metilbutano y hielo seco, se
tritur6 en un mortero y homogeneiz6 en amortiguador de lisis 10 mi/g con
inhibidores de proteasas (Roche diacnostic meilan Francia) se homogeneizé
durante 20 segundos usando un politron 3000 rpm, se centrifugé a 2000 rpm
durante 15 min a 4 °C, se obtuvo el sobrenadante y homogeneizo el pellet en 5 ml
de amortiguador de lisis (20 seg.) se centrifug6 a 2000 rpm durante 15 minutos a 4
°C, se uni6 los sobrenadantes y centrifugd a 15000 rpm. Se obtuvo el pellet y se
removio el sobrenadante, el pelet se resuspendi6 en amortiguador de
resuspension para realizar el corrimiento electroforético. La concentracion de
proteinas se calcul6 por el método de Lowry para determinar la cantidad de

proteina a correr en el proceso de electroforesis

Se desnaturalizo la proteina a 95 °C por 15 min y se depositdé en los posillos del
gel de agarosa, se corrieron 50 mg de proteina y se transfiri6 en una membrana
de nitrocelulosa de 0.45 p Bio Rad laboratorios con numero de catalogo 162-
0115), con amortiguador de transferencia. La membrana se bloque6 con leche al 5
% (BD DIFCO numero de catalogo 23100) disuelta en TBS tween durante 1 hora a
temperatura ambiente (tween 0.1 %), y se incubd con el anticuerpo primario
durante toda la noche en cuarto frio y en agitacion, se lavé 3 veces durante 5 min
en TBS tween y se incub6 en el anticuerpo secundario durante 1 hora
(Laboratorios Santa Cruz numero de catalogo SC-2004, anti-rabit) se realizaron 3
lavados de 5 min nuevamente y se llevaron al cuarto de revelado, la membrana se
coloco en luminol durante 4 min (quimioluminicencia luminata forte Western HRP
Sustrate numero de catalogo WDLUF0500) se coloco en el caset fotografico y se
revel6 en pelicula radiografica (kodak medical X-ray general purpose Blue numero
de referencia 6040331). Se identifico la banda correspondiente al peso molecular
esperado para cada uno de los receptores estudiados, en el film de rayos X y

posteriormente se escaneo para su presentacion.
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ANALISIS Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados se expresaron en valores absolutos como promedio = el error
estandar de la media (EEM). Los resultados entre los diferentes grupos de estudio
fueron analizados por el método de ANOVA bifactorial, seguido del método de
Student-Newman-Keuls para la comparacion de grupos. El efecto de los
antagonistas fue analizado con t de student. Las curvas concentracion respuesta
de los agonistas usados para determinar la EC50, se analizaron por regresion no
lineal con el programa GraphPad Prism. Un valor de p<0.05 se considerd

significativo.

27



Resultados

Medida de la presion arterial en las cepas de ratas estudiadas.

Comparando las presiones arteriales basales sistdlicas y diastélicas de las
tres cepas estudiadas, se encontré que las presiones se encuentran aumentadas
en las ratas SH, y que las ratas WK se pueden considerar ratas prehipertensas
esto quiere decir que las ratas presentan valores de presion arterial, que estan en
el limite para ser categorizadas hipertensas, por lo que se consideré6 como cepa
normotensa a las ratas SD, ya que presentaron valores de presion arterial en un
intervalo considerado normal. Como se puede observar en la tabla 3, los valores
obtenidos muestran diferencia significativa entre los tres grupos, en cuanto a las
presiones diastolicas y sistélicas, por lo que se decidi6é continuar con los siguientes

protocolos en los tres grupos.

Tabla 3. Muestra las presiones arteriales basales obtenidas de las ratas vivas por

método no invasivo: SD, WKy SH, se presenta el promedio de los grupos = el error

estandar.
Cepa de ratas Presion sistélica mmHg Presion diastolica mmHg
SD N=24 121 +3 88+3
A
WK N=24 162+5 96+ 6
B
SH N=24 176 £ 3 1173
C

Letras diferentes denotan diferencia significativa entre cepas p < 0.05
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REACTIVIDAD VASCULAR
Efecto de la fenilefrina en anillos de aorta de rata SD, WK 'y SH con y sin endotelio

La fenilefrina, un agonista adrenérgico o, induce contraccion de los anillos de
aorta de las ratas SD, WK, y SH, se encontraron diferencias en la reactividad
vascular de los anillos provenientes de las diferentes cepas de ratas, los anillos
de las ratas SD con y sin endotelio mostraron mayor contraccion que los anillos de
las ratas WK y éstas a su vez mayor contraccion que los anillos arteriales de las
ratas SHR, el efecto de la fenilefrina en los anillos sin endotelio, fue
significativamente mayor que el efecto en los anillos con endotelio en ratas SD,
WK, SH (figura 3).

*kk
200+ Kk
*%k%k %
:5 150 Kk N=24 para todos
o los grupos
=t *
©
c 1004 I I
o
(&)
)
O 50-
X
& Qé" \l_o“’ {_é" o Qé"
P 3 NI S

Figura 3. Contraccién inducida por la fenilefrina en anillos aérticos de rata SD, WK y SH
CE y SE, respectivamente. Los anillos fueron incubados con fenilefrina 1 pM durante 10 min. Se
realiz6 ANOVA bifactorial, seguido de Student-Newman-Keuls *p< 0.05, **p<.001, ***p<.0001
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Efecto de la acetilcolina en anillos de aorta pre contraidos con fenilefrina de

rata SD, WKy SH CEy SE

En la figura 4 se muestra el efecto de aplicar acetilcolina (ACh) a los anillos
de aorta se presenta una disminucion del tono vascular o relajacion, siendo ésta
mayor, en los anillos de aorta de la rata SD con endotelio que en anillos de aorta
WK y SHR con endotelio, las ratas WK presentan mayor relajacion que las SHR,
en los anillos de aorta de rata sin endotelio, para los tres grupos, el efecto de
relajacion esta notablemente disminuido y no muestran diferencias significativas

Reactividad vascular frente a ACh 10 M
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Figura 4: Relajacion inducida por la acetilcolina en anillos de rata SD, WK y SH con y sin endotelio
precontraidos con Phe. Los anillos se incubaron con ACh 1 pM durante 10 min y se tomé el
méaximo de relajacion. Se realiz6 ANOVA bifactorial seguido de el método de Student-Newman-
Keuls *p< 0.05, **p<.001, ***p<.0001.
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Efecto de la dopamina y agonistas dopaminérgicos sobre anillos de aorta de rata

Se realizaron curvas concentracion efecto acumulativas de dopamina desde
concentraciones nanomolares hasta concentraciones micromolares, en anillos de
aorta CE y SE, sin contraccion previa, esto para corroborar el efecto de un
farmaco simpaticomimético, el cual esta ampliamente demostrado. Se utilizé a la
dopamina debido a que se estudiaron agonistas dopaminérgicos y porque ya esta
descrito el efecto de este farmaco sobre los receptores adrenérgicos a;. La figura
5 nos muestra que la dopamina induce efecto de contraccion, dependiente de la
concentracion, sobre los anillos de aorta, siendo esta contraccidbn mayor en los
anillos de las ratas SD, a partir de la concentracion 1 micromolar, comparada con
las respuestas de las ratas WK y SHR, entre las ratas SHR y WK no se encontr
diferencia significativa.
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Figura 5: Efecto de la dopamina sobre los anillos de aorta de ratas SD, WK, SHR, CE y SE,
sin contraccion previa, los anillos se incubaron con concentraciones desde 1 nM hasta 100 pM
durante 10 minutos, para cada concentracion N=12. Se realiz6 ANOVA de dos vias con medidas
repetidas (RM) seguido del método de Student-Newman-Keuls. SD DEs, 10.3 pM, WK DEsq 20.15
UM, SHR DEsq 35.26 UM. Letras diferentes denotan diferencia significativa en toda la curva a partir
de la concentracion en donde se localizan p < 0.05 entre cepas.
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EFECTO DEL SKF (AGONISTA D1) EN LA AORTA DE RATA CON Y SIN
ENDOTELIO

Se realizaron curvas concentracion efecto acumulativas de SKF 38349 desde
concentraciones nanomolares hasta concentraciones micromolares en anillos de
aorta CE y SE, contraccion previa con fenilefrina. La figura nos muestra que el
SKF 38349 tiene efecto de vasorrelajacion sobre los anillos de aorta, siendo mayor
esta relajacion en los anillos de las ratas SHR a partir de la concentracion 300 nM
hasta 10 M, comparada con la respuesta de los anillos de las ratas SD y WK, las

respuestas de las ratas SD y WK no muestran diferencia significativa (figura 6).
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Figura 6: Efecto del SKF 38393 sobre anillos de aorta SD, WK, SHR, con endotelio y contraccién
previa con fenilefrina 1 pM, los anillos se incubaron con concentraciones desde 1 nM hasta 50 pM
de SKF 38393, durante 10 minutos para cada dosis, N= 12. Se realizo ANOVA de dos vias con
medidas repetidas (RM) con el metodo de Student-Newman-Keuls. SD DEgy 9 uM, WK DEg, 1 UM,
SHR DEsy 754 nM. Letras diferentes denotan diferencia significativa p < 0.05 entre cepas.
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Se realizaron curvas concentracion efecto acumulativas de SKF 38349 desde
dosis nanomolares hasta dosis micromolares, en anillos de aorta con endotelio
con contraccién previa con fenilefrina, también se realiz6 la curva en presencia del
antagonista. La figura 7 nos muestra que el SKF 38349 induce efecto de relajacion
y en presencia del antagonista especifico para el receptor D1 (SCH-23390) este
efecto se ve bloqueado significativamente en ratas SHR a partir de la

concentracion 500 nanomolar.
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Figura 7: Efecto del SKF 38393 en ausencia y presencia del antagonista dopaminérgico D1 SCH-
23390 sobre la reactividad vascular de los anillos de aorta SHR, con endotelio y precontraidos con
fenilefrina 1 puM, los anillos se incubaron con el antagonista D1 a una concentracion de 10 uM y
posteriormente se realizo la curva concentracion respuesta, a concentraciones desde 1 nM hasta
10 pM de SKF 38393, durante 10 minutos para cada dosis, N= 12. SHR DEs, 550 nM,
antagonista 738 nM. Letras diferentes denotan diferencia significativa p < 0.05 entre tratamientos.

34



EFECTO DEL 7-OH-DPAT (AGONISTA DOPAMINERGICO Ds) EN AORTA DE
RATA SIN ENDOTELIO

Se realizaron curvas concentracién efecto acumulativas de 7-OH-DPAT desde
dosis nanomolares hasta dosis micromolares en anillos de aorta sin endotelio sin
contraccion previa. La figura 8 nos muestra que el 7-OH-DPAT induce un efecto
de contraccidon sobre los anillos de aorta, siendo esta contraccion mayor en los
anillos de las ratas WK a partir de la concentraciéon 100 nanomolar, comparada
con las ratas SD y SHR, las ratas SD muestran una contraccion mayor que las
ratas SHR.
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Figura 8: Efecto del 7-OH-DPAT sobre la reactividad vascular de los anillos de aorta de ratas SD,
WK, SHR, sin endotelio y sin contraccién previa, los anillos se incubaron con concentraciones
desde 1 nM hasta 50 uM, durante 10 minutos para cada dosis N= 12. Se realiz6 ANOVA de dos
vias con medidas repetidas (RM) seguido del método de Student-Newman-Keuls SD DEgy 1.16 UM,
WK DEsp 405 nM, SHR DEsg no alcanza el efecto. Letras diferentes denotan diferencia significativa
en la curva a partir de la dosis donde se localizan p < 0.05 entre cepas.
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Se realizaron curvas concentracion efecto acumulativas de 7-OH-DPAT desde
concentraciones nanomolares hasta concentraciones micromolares en anillos de
aorta de ratas SD, WK, y SH, sin endotelio, sin contraccidon previa con fenilefrina,
también se realizé la curva en presencia del antagonista dopaminérgico D3 U-
99194A. La figura 9 nos muestra que el 7-OH-DPAT induce efecto de contraccion
y en presencia del antagonista especifico este efecto se ve disminuido
significativamente en las ratas SD y WK a patrtir de la dosis 100 nanomolar. En
ratas SH en presencia del antagonista se observo que el 7-OH-DPAT tiene un
menor efecto, aunque el efecto no fue significativo probablemente por el poco
efecto que tiene el 7-OH-DPAT en ratas hipertensas.
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Figura 9: Efecto del 7-OH-DPAT en presencia y ausencia del antagonista dopaminérgico D; U
99194A sobre la reactividad vascular de los anillos de aorta de rata SD, sin endotelio y sin
contraccion previa con fenilefrina, los anillos se incubaron con 1 concentracion 10 uM de U 991942
durante 10 minutos, previa a la administracién del agonista dopaminérgico D; desde 1 nM hasta 10
MM, para cada concentracion, N= 12. SD DEg, 577 nM, DEs, del agonista en presencia del
antagonista 1.7 uM, el antagonista por si solo no tiene efecto. Letras diferentes denotan diferencia
significativa a partir de la dosis donde se localizan, excepto en la Ultima dosis p < 0.05 entre

tratamientos.
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RESULTADOS DE WESTERN BLOT

Se determiné la expresion del receptor dopaminérgico Dz mediante la técnica de
Western blot, como podemos observar en las figura 10, se muestra la deteccion
del receptor D3 y la actina, se detectaron bandas a 70 y 43 kDa respectivamente
tejido vascular, el anticuerpo usado contra el receptor dopaminérgico D3 muestra
la banda a 45-70 kDa, y el anticuerpo contra actina muestra las bandas a 43 kDa.
El receptor dopaminérgico D3 se encuentra presente en la aorta de rata de las
tres cepas estudiadas (SD, WK y SH), se observa una mayor densidad de la
banda para las ratas WK seguida por la SD, las ratas SH muestran una menor
intensidad de la banda lo que no estaria diciendo que las ratas SH presentan una
menor cantidad de receptores dopaminérgicos D3, lo cual se podria correlacionar

con la diferencia de presiones arteriales.
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Figura 10. Muestra las bandas correspondientes al receptor D; en aorta de rata de
las cepas SD, WK, y SH. N=2

Se determino la expresion del receptor D; mediante la técnica de western blot, la
expresion de las bandas para este receptor se expresan a 63 kDa, el receptor esta
presente en aorta de ratas de las 3 cepas mostrando una banda correspondiente
al receptor D3 de mayor densidad en ratas hipertensas, seguida por las ratas WK,

mientras que en las ratas SD la banda es de menor densidad.

a-Actina <43 kDa

Figura 11. Muestra las bandas correspondientes al receptor D3 en aorta de rata de
las cepas SD, WK, y SH. N=2
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DISCUSION
Modelos experimental de hipertension arterial espontanea

Se ha demostrado que las ratas hipertensas tienen elevada la presion
arterial por arriba de lo que se puede considerar como normal para una rata y
también hay reportes que muestran que las ratas WK se pueden comportar como
ratas hipertensas (son consideradas ratas prehipertensas) por lo que no serian un
buen grupo control para el analisis de la hipertension arterial, debido a este motivo

en el presente trabajo se introdujo de un nuevo grupo, las ratas de la cepa SD.

Al determinar la presion arterial de las tres cepas se pudo observar que
entre los diferentes grupos experimentales existen diferencias significativas en los
valores de presion arterial, mostrando valores de ratas normotensas las SD y de
ratas hipertensas la cepa SHR, las ratas WK mostraron valores intermedios entre
las ratas SD y SHR, esta dato puede servir para intentar una explicacion sobre el
efecto de los agonistas y antagonistas dopaminérgicos D; y D3 en ratas con

hipertension arterial sistemica.

Los resultados de las curvas concentracion efecto de la fenilefrina en anillos
de aorta de rata corroboraron el efecto de contraccién ya reportado para este
farmaco y se observé gue las ratas hipertensas presentan una contraccibn menor
comparadas con las ratas WK y SD, y aunque se menciond que en las ratas
hipertensas hay un incremento de la transmision catecolaminérgica, es probable
que la contraccién, mediada por receptores alfa 1, se encuentre disminuida debido
a una respuesta de regulacion descendente de estos receptores para evitar un
mayor dafio en el sistema cardiovascular por el incremento sostenido de la presién
arterial, pero esta disminucién de los receptores alfa 1 no es suficiente para
mantener la presion arterial en sus niveles normales, con las consecuencias que

esto tiene.
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También se ha reportado que las ratas con hipertension espontanea,
muestran dafio en el endotelio de sus arterias debido al incremento en la presion
arterial que éstas presentan, por lo que muestran disminucion en la respuesta de
relajacion de los vasos sanguineos, ya que este efecto es mediado por el
endotelio. Este hecho se pudo corroborar en los experimentos con acetilcolina, las
aortas con endotelio de las ratas hipertensas, muestran una reduccién en la
respuesta de relajacion comparada con las ratas WK y SD, mostrando una mayor
relajacion las ratas SD, esto se debe a que las ratas SD muestran valores de
presion arterial mas bajos que los otros dos grupos. La respuesta de relajacion de
las aortas sin endotelio no mostraron diferencias significativas, ya que sin
endotelio, se bloquea la relajacién en los 3 grupos, debido a que la relajacién

inducida por acetilcolina, depende del endotelio.

Una gran cantidad de estudios demuestran la importancia de la dopamina
en la regulaciéon de la presion arterial y mas recientemente los receptores
dopaminérgicos han sido implicados en este control, esto mediante la regulacién
de la concentracion de Na* (el sodio es una i6n osmoticamente activo que influye
en el volumen sanguineo y con esto afecta a la presion arterial), y la resistencia
periférica (los agonistas de los receptores dopaminérgicos afectan la relajacion y
la contraccién de las arterias y con ello controlan la resistencia al paso de la
sangre por éstas) Hussain y Lokhandwuala 2003, Oparil y cols., 2003. Zeng y
cols., 2004, 2007, 2011. Los receptores dopaminérgicos se han estudiado
ampliamente en rifion y en el sistema vascular, los lechos vasculares analizados
mediante diferentes protocolos son las arterias renales, coronarias, celiacas y
vasos mesentéricos, en el presente trabajo se realizo el analisis de los receptores

dopaminérgicos en la aorta toracica.

La curva concentracion efecto de dopamina, muestra mayor contraccion en
los anillos de las ratas SD comparandolas con las ratas WK y SHR, entre las ratas
WK 'y SHR no hay diferencia significativa, esto probablemente se debe a que las
ratas WK suelen presentar presiones de ratas hipertensas, debido a los datos

obtenidos las ratas SD serian un control adecuado para comparar el dafio que
40



produce un incremento de la presion arterial, ya que esta cepa tiene valores de

presion arterial normal.

Las curvas concentracion respuesta a SKF 38393, en anillos de aorta de
rata precontraidos con fenilefrina, mostraron la relajacion mencionada para los
agonistas dopaminérgicos D; este efecto ya habia sido reportado en diferentes
arterias con el fenoldopam, Zeng y cols. 2004 y 2007 demostraron este efecto en
arterias mesentéricas, aunque hay varios reportes para el fenoldopam, no se ha
estudiado a fondo el efecto del SKF 38393 un agonista mas especifico y que
podriamos tomar en cuenta para el tratamiento de la presion arterial, el
mecanismo mediante el cual produce la vasorrelajacion es mediado por el
incremento del AMPc en las células del musculo liso, el cual activa la fosforilacion
de proteinas y entre ellas a la cinasa de la cadena ligera de la miosina la cual es
importante para realizar la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina, la
inhibicion de esta cinasa, produce la relajacion de los anillos de aorta, el efecto
relajante producido por el agonista D; fue parcialmente bloqueado con el
antagonista especifico. Al observar el efecto producido en los tres grupos, se
mostro que el SKF 38393 tiene un mayor efecto en las ratas hipertensas
comparado con las ratas SD y WK, esto sugiere que las ratas hipertensas tienen
una mayor expresion de los receptores dopaminérgicos D4, lo cual seria de gran
importancia, ya que este farmaco produciria disminucién del incremento de la
presion arterial que tienen las ratas hipertensas, y por lo tanto, se tendria un mejor

control de esta variable.

El efecto del 7 OH-DPAT un agonista dopaminérgico D3, en condiciones
fisiolégicas no es muy claro, ya que se han obtenido resultados diferentes a lo ya
reportado por otros autores, aunque la arteria en estudio es diferente alin no nos
explicamos el porqué de este efecto. La curva concentracion respuesta a 7 OH-
DPAT, con contraccion previa de los anillos de aorta con fenilefrina, no mostro el
efecto de vasorrelajacién reportado por Zeng y cols., 2004, en anillos de vasos
mesentéricos. Debido a que no se encontré6 efecto del 7 OH-DPAT con

contraccion previa de los anillos de aorta, se realizé la aplicacion del 7 OH-DPAT
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sin contraccion previa y pudimos observar que el efecto del 7 OH-DPAT en aorta
de rata es vasoconstrictor, el mecanismo mediante el cual podria estar
produciendo este efecto seria dado por el receptor dopaminérgico D3 con la
disminucién de AMPc, y con ello permitir el acople del fosfato con las cabezas de
miosina y asi llevar a un incremento en la contraccion de las células de musculo
liso, otro posible mecanismo seria el acople del receptor D3 con la fofolipasa C
(Gbmez y Silva 2002. José y cols., 1998). Este efecto podria deberse a la
diferencia del comportamiento de las arterias frente a cambios fisiologicos ya que
dependiendo de la alteracion en la homeostasis podriamos ver un cambio en
algun nivel del los lechos vasculares esto para regresar al estado de homeostasis
requerido por el organismo, este efecto ya lo han reportado algunos otros autores
como es el caso del efecto de agonistas del recepto D; que en la cola de la rata
produce un efecto de contraccion (Rashed y Songu 1995) mientras que en arterias
renales y mesentéricas produce un efecto vasorelajante (Ventura y cols., 1984:
Zeng y cols., 2004 y 2007), los estudios han mostrado que los receptores D2
tienen un efecto dilatador mediante la accidén de los receptores presinapticos, pero
un efecto vasoconstrictor en anillos en reposo con un tono vascular bajo (José y
cols., 1998). El efecto del 7 OH-DPAT se pudo bloquear parcialmente con el
antagonista especifico de los receptores D3 lo cual nos dice que el efecto
mostrado es mediado por el recepto Ds. Al realizar el experimento en los 3 grupos
pudimos observar que este farmaco tiene menor efecto en ratas (SHR) que en
ratas WK y SD esto podria deberse a que las ratas hipertensas tendrian un efecto
de regulacion a la baja de los receptores que aumentan la constriccion de la aorta
para intentar disminuir el incremento de la presion arterial que presentan las ratas
hipertensas, las ratas WK mostraron una mayor contraccion que las ratas SD, esto
nos podria estar diciendo que cuando las ratas inician con un incremento de la
presion arterial hay un aumento en la densidad y/o sensiblilidad de los receptores

dopaminérgicos Ds.

Para corroborar que los efectos de los agonistas D; y D3 en la aorta de la

rata son producidos por la accién de los receptores dopaminérgicos, se realizo la
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comprobacion de la presencia de éstos mediante la técnica de Western blot, con la
cual identificamos la presencia de los receptores dopaminérgicos D1 y D3 en la
aorta de rata de las tres cepas estudiadas y se pudo observar que los receptores
dopaminérgicos se encuentran expresados en cantidades diferentes, esto
dependiendo de si la rata es SD, WK o SHR. Para el receptor D3 observamos una
mayor expresion de esta proteina en las ratas WK posteriormente en ratas SD y
las ratas SH mostraron la expresion mas baja para este receptor. Estos resultados
son concordantes con el efecto producido por el agonista dopaminérgico D3 en las
aortas de las ratas. La expresion del receptor D; en la aorta de la rata muestra un
incremento en la expresion de estos en ratas hipertensas al ser comparados con
las ratas WK y SD lo que es concordante con los estudios fisiologicos realizados
para este receptor, el control utilizado para este protocolo fue la actina, la cual nos
mostré lo ya reportado para esta proteina corroborando con esto que los

protocolos realizados fueron correctos.

Los resultados de este estudio sugieren la presencia de receptores
dopaminergicos D; y D3 en la aorta de las ratas de las cepas SD, WK y SH. En
forma concordante con los reportes previos de la literatura el efecto de la
activacion del receptor D; en aorta de rata induce una disminucion del tono
vascular efecto mediado por un mecanismo dependiente de endotelio y otro por un
mecanismo directo sobre musculo liso sugiriendo la expresion de este receptor en
el endotelio y en musculo liso de aorta. En relacion al receptor Dz nuestros
resultados son contradictorios en relacion a lo reportado en la literatura, ya que se
ha reportado también un efecto relacionado con la disminucion del tono vascular y
potenciado en presencia de agonistas D;, mientras que nuestros resultados
indican que tiene un efecto de aumento del tono vascular en aorta. Estos
resultados contradictorios pueden ser explicados por los diferentes vasos usados
en los estudios (en arterias mesentéricas). Adicionalmente y en forma relevante el
efecto diferente observado con el uso de agonistas especificos de estos
receptores en los aortas de los animales estudiados sugieren que existe una

regulacion de cada uno de estos receptores en las condiciones patolégicas de
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HAS espontanea. Especificamente para el receptor D; parece haber una
upregulation tratando de mantener reducido el tono vascular, mientras que para el
D; parece que hay un downregulation, con un efecto opuesto sobre el tono
vascular y por lo tanto contribuyendo también a mantener los valores del tono
vascular en condiciones cercanas a lo fisiologico. En caso de que nuestros
resultados puedan ser verificados y repetidos por otros grupos de investigacion en
el area, la repercusion en el tratamiento farmacoldgico de la HAS primaria seria
importante pues orientaria a que el uso de farmacos agonistas dopaminérgicos D1
y antagonistas dopaminérgicos D3 deberian ser una primera herramienta

farmacoldgica en esta condicién patoldgica.

CONCLUSIONES

El agonista dopaminérgico D; (SKF 38393) produce vasodilatacion de la
aorta, en ratas SD, WK y SHR. Este efecto es dependiente e independiente del
endotelio, esto nos sugiere que el receptor D1 estd presente en células de
musculo liso. Pero también en ratas con endotelio ya que incrementa la relajacion

lo que nos siguiere que el efecto tiene una porcion dependiente de endotelio.

El antagonista especifico para el receptor D; produjo un bloqueo parcial del efecto

del agonista

El efecto producido por el SKF 38393 se ve incrementado en las ratas SH,

comparado con las ratas WK 'y SD.

El agonista dopaminérgico D3 (7 OH-DPAT) induce un efecto contractil en los
anillos de aorta de rata SD, WK y SH, y este efecto es independiente del endotelio.

El antagonista especifico para el receptor D3 produjo un bloqueo parcial del afecto

del agonista en las 3 cepas estudiadas

El efecto vasoconstrictor producido por el 7 OH-DPAT, se ve disminuido en las

ratas SH, e incrementada en las ratas WK con respecto a la SD.
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Los

resultados obtenidos para el western blot corroboras los protocolos

farmacoldgicos realizados para el receptor D; y Ds.
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