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I. INTRODUCCION

1. Estructura de la pared vascular

La pared vascular esta formado por componentes celulares, células endoteliales, células
musculares lisas, fibroblastos y componentes no celulares, la matriz extracelular. Estos
componentes celulares y no celulares, pueden modificar su proporcion aumentando,
disminuyendo o reorganizandose, en respuesta a estimulos fisiologicos y patologicos
[Touyz y Schiffrin, 2000]. La pared arterial esta formada por tres capas celulares o tlnicas
dispuestas de manera concéntrica: una tanica adventicia, una tinica media y una tunica

intima (Figura 1).

La tunica adventicia separa el vaso sanguineo de los tejidos adyacente, presenta
terminaciones nerviosas perivasculares que llegan al vaso sanguineo y ejercen sobre éste el
control nervioso. La proporcion de la pared ocupada por la adventicia es variable segun el
lecho vascular, siendo reducida en las pequefias arterias cerebrales y mayor en las grandes
arterias [Tang y Vanhoutte., 2010; Chatterjee y Catravas, 2007]. Los neurotransmisores
liberados de las terminaciones nerviosas simpaticas y vagales modulan el tono vascular,
también modula la respuesta a agentes vasoconstrictores como la angiotensina Il (Ang 11),
al mediar la liberacion de 6xido nitrico (NO) endotelial a través de la activacion de los
receptores AT, de la Ang Il presentes en esta capa. Por lo tanto, la adventicia tiene un papel

importante en patologias como la aterosclerosis y la hipertension [Messner y cols., 2009].

La tlnica media estd formada por células de musculo liso vascular (CMLV) que se
disponen en espiral formando varias capas alrededor de la circunferencia del vaso, esta
constituida por filamentos de actina y miosina. EI nimero de capas de las CMLV dentro de
la tanica media de las arterias se reduce al disminuir su didmetro. En la tlnica media se
localizan los receptores de neurotransmisores, factores locales y hormonas como la
adrenalina, el NO, la angiotensina Il, entre otros. Las CMLV se contraen o relajan en
respuesta a diversos estimulos, como el aumento o disminucion de las concentraciones de
calcio, o agentes vasoconstrictores de esta forma reducen o aumentan el didmetro interno

de la pared vascular, regulando asi, el flujo sanguineo [Vanhoutte y cols., 2009].
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La tdnica intima o también llamado endotelio es considerado el principal érgano de
regulacion vascular con accidn paracrina, autdcrina y enddcrina su funcion esta relacionada
en diversos procesos vasoactivos, metabolicos e inmunes. El endotelio vascular se localiza
en una posicion anatdmica estratégica entre la sangre y la pared vascular que le permite
actuar como receptor y transmisor de sefiales entre la sangre y el MLV. Las células
endoteliales detectan variaciones de tipo mecanico, quimico y humoral. Las variaciones de
tipo mecéanico como cambios hemodinamicos de la presion o las fuerzas de cizallamiento
de la sangre, de tipo quimico como la presion de oxigeno, humorales como las
modificaciones de los factores circulantes o locales ademas de cambios en sus
interacciones con las plaquetas o los leucocitos. El endotelio va a traducir dichas
modificaciones a través de la sintesis y liberacion de factores biol6gicamente activos que
van a regular la angiogénesis, las respuestas inflamatorias, la homeostasis, asi como el tono
y permeabilidad vascular. [Feletou y Vanhoutte, 2006]. Los factores endoteliales que
participan en la modulacion de la relajacion y la contraccion del MLV se clasifican en tres
grupos los primeros son los factores relajantes derivados de endotelio, como la
prostaglandina (PGI,), el factor hiperpolarizante derivados de endotelio (EDHF) y el NO,
los segundo son los factores contractiles derivados de endotelio, como los endoperoxidos,
el tromboxano (TXA,), la Ang Il y endotelina (ET)y por ultimo las especies reactivas de
oxigeno (ERO).

‘}g = Vaso vasorum
L — X
L Nervio
e ,
y . ’- 5 . .
& : Tunica adventicia
S ——Membrana elastica Tanica
externa media
) 7 Musculo liso
N ——— Membrana elastica
interna
. ; Tdnica
Lamina propia
Membrana y prop d intima
Lisal (tejido conectivoy
musculo liso)
Endotelio

Figura 1. Estructura de una arteria. Vaso sanguineo, presenta 3 capas
caracteristicas: la tanica intima, formada por el endotelio y la lamina eléstica

interna; la tnica media, formada por masculo liso y la lamina eléstica externa; y

la tanica adventicia formada por tejido conectivo fibroso, que representa la capa

mas superficial de la arteria. Se observa también la innervacién simpética y
parasimpatica que se internaliza en la arteria para alcanzar al musculo liso de la 11
tinica media y modular el tono muscular. Adaptado de Atlas de Histologia,

Biologia Celular y Tisular 2014, pag.63.



1.1 Clasificacion de los vasos sanguineos en el sistema vascular
Los vasos sanguineos se clasifican en: arterias elésticas, arterias musculares de
conductancia, arterias musculares de resistencia, vasos de intercambio y vasos de

capacitancia [Ross y cols., 2003; Levick, 2003] (Figura 2).

La funcidn y la estructura de cada segmento del sistema vascular periférico varian segun el
organo que suministra. Dentro de cada capa, la cantidad de fibrillas musculares y de
colageno varia, dependiendo del tamafio y la ubicacion del vaso. Las arterias siempre estan
bajo alta presion, para adaptarse a este estrés, tienen una gran cantidad de tejido elastico y
menos musculo liso. La presencia de elastina en los grandes vasos sanguineos permite que
estos vasos aumenten de tamafio y alteren su didmetro. Las arteria cuando llega a un 6rgano
en particular, se divide en vasos mas pequefios que tienen mas MLV y menos tejido
elastico, se estima que alrededor del 10% al 15% del volumen total de sangre esta
contenido en el sistema arterial, a medida que el didmetro de los vasos sanguineos

disminuye, la velocidad del flujo sanguineo también disminuye, esta caracteristica de alta

presion sistémica y bajo volumen es tipica del sistema arterial.

)

‘_ Aorta

__ Arteria de
conduccion \

A. elastica

A. muscular de
conductancia

@ —— Arteriola A.muscular

=~ . -
i de resistencia
o — Capilar
i Vasos de
O — vénula — 4 intercambio
O . Vena
Vasos de
capacitancia

Figura 2. Morfologia de los vasos sanguineos. Diagrama representativo de la
morfologia de los diferentes vasos sanguineos [Adaptado de Levick, 2003].
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1.1.1 Arterias elasticas

Las arterias elasticas o arterias de conduccion presentan un diametro entre 1y 2 cm, tienen
una pared muy distensible porque su tunica media consiste en varias ldminas de elastina
que alternan con las capas del MLV. La elastina es una proteina extracelular que confiere e
que las arterias elasticas se expandan alrededor de un 10 % en cada latido cardiaco lo que
permite la expulsion de sangre. El papel fisiologico de las arterias elasticas es que son
conductoras y reguladoras del caudal sanguineo ademas permiten mantener un gradiente de
presion relativamente constante a pesar de la accion de bombeo constante del corazén
[Levick, J.R., 2003].

La aorta es una de las arterias de conduccion mas importantes, la capa méas interna, la tinica
intima, esta revestida por una sola capa de células endoteliales y unida por la ldmina
elastica interna; la capa media, estd compuesta de CMLV, colageno, elastina, fibroblastos y
la capa mas externa, la adventicia, es una capa delgada que contiene tejido conectivo,

fibroblastos y vasa vasorum.

1.1.2 Arterias musculares o de resistencia

Las arterias musculares o de resistencia proporcionan sangre a los érganos y se componen
principalmente de masculo liso. El sistema nervioso autébnomo influye en el diametro y la
forma de las arterias. Responden a la necesidad del tejido de mas nutrientes/oxigeno. Las
arterias de resistencia tienen un papel significativo en la resistencia vascular sistémica
debido a la falta de tejido eléstico en las paredes. Las fenestras presentes en la lamina
elastica interna de las arterias de musculares proporcionan vias para el contacto directo y la
comunicacion entre las células endoteliales. Estas interacciones de célula a célula se
consideran esenciales para la integracion de la vasoconstriccion local y los efectos de
vasodilatacion, y para la coordinacion de las respuestas vasculares en una red de vasos
interconectados. Ademas, las caracteristicas estructurales de la pared vascular, incluidas las
fenestras, asi como otros componentes celulares y de la matriz extracelular, cambian con

relativa rapidez en respuesta a una gran cantidad de estimulos fisiologicos y patologicos
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Las arterias de resistencia varian de 8 a 60 um, se consideran parte de la vasculatura de
resistencia que proporciona méas del 80% de la resistencia al flujo sanguineo en el cuerpo.
En consecuencia, son vitales para la regulacién de la hemodinamica, lo que contribuye al

control de la presion arterial y la distribucién regional de la sangre [Ross y cols., 2003].

1.1.3 Arterias musculares de conductancia

Las arterias musculares de conductancia se caracterizan por ser de mediano y pequefio
calibre, un ejemplo de estas arterias son la arteria radial, las arterias cerebrales cerebrales y
coronarias las cuales su didmetro osila entre 0.1-1 cm en humanos, presentan una tunica
media que contiene mas MLV y es méas gruesa respecto al lumen que las arterias elasticas.
La tunica media esta formada por laminas de MLV entre las cuales hay fibras de colageno y
proteoglicanos su funcidn es controlar la luz del vaso y regular el flujo sanguineo. El grosor
de la pared de las arterias de conductancia representan una cuarta parte del didmetro de la
arteria, esta caracteristica impide el colapso en los lugares en los que hay curvatura como es

el caso del codo y la rodilla. [Levick, 2003].

1.1.4 Vasos de intercambio

Los vasos de intercambio de gases y metabolitos tienen lugar en los capilares, estos son
numerosos y pequefios su diametro es de 4-7 um, la estructura de su pared es una sola capa
de células endoteliales de 0.5 um de grosor y carecen de capa de MLV. Aunque los
capilares son muy estrechos, el lecho capilar presenta una resistencia baja al flujo baja y

una caida modesta de la presion.

1.1.5 Vasos de capacitancia

Los vasos de capacitancia son vasos venosos que funcionan como depositos, las venas
contienen, dos tercios de sangre circulante aproximadamente por lo que se les denomina
vasos de capacitancia un ejemplo de estos vasos son las venas periféricas que estan
inervadas por fibras nerviosas por lo que el volumen sanguineo en el dep6sito venoso puede
ser controlado activamente. ElI dametro de los vasos de capacitancia oscila entre 50-200

um, estan formadas por una tdnica intima, media y adventicia [Serafim y cols., 2001].
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1.2 Mecanismo de regulacion del tono vascular

El tono muscular es regulado a corto plazo por mecanismos extrinsecos e intrinsecos. Los
mecanismos extrinsecos son la regulacion nerviosa (simpética, parasimpatica); la humoral y
la hormonal. Los factores intrinsecos de la regulacién del tono vascular estan detereinados
por la regulacién autdcrina, paracrina e intracrina, mediante los derivados del endotelio y
del metabolismo celular. En la regulacién a largo plazo se lleva acabo a través de la
regulacion neurohumoral, una regulacién del tono vascular y el Sistema Renina
Angiotensina (SRA).

1.2.1 Sistema nervioso autonomo

Las neuronas postganglionares simpaticas inervan los 6rganos implicados en la funcion del
sistema cardiovascular asi como la mayoria de los vasos sanguineos, las glandulas
adrenales, el rifion y el corazon. La estimulacion del sistema nervioso simpatico produce un
efecto cronotrépico e inotropico positivo en el corazon, aumentando la frecuencia y la
fuerza de contraccién cardiaca. La estimulacién simpéatica en los vasos sanguineos
sistémicos, produce un efecto vasoconstrictor que se traduce en un aumento de las
resistencias periféricas totales. El efecto sobre el corazén y sobre las resistencias periféricas
antes mencionadas generadas por la activacion simpética produce una elevacion de la
presion arterial. Por otra parte también existe una descarga tonica de las fibras eferentes
simpaticas que es responsable de la constriccidn tonica en los vasos de resistencia. Este
tono simpatico basal va a mantener parcialmente contraidas casi todas las arteriolas
sistémicas, lo que produce pueda un aumento de la vasoconstriccion al incrementar la
actividad simpatica o por un efecto vasodilatador, originada por una inhibicién simpatica
disminuida por los agentes vasodilatadores. Por esta razdn, su papel en la regulacion del

tono vascular es fundamental.

El sistema simpatico y el parasimpatico modulan las funciones inotropicas y cronotropicas
del corazén y el tono vascular a través de la interaccion de receptores especificos. Los
receptores de noradrenalina que participan son los receptores a-adrenérgicos y B-
adrenérgicos, también participan los receptotes colinérgicos, los receptores colinérgicos y

adrenergicos constituyen el primer escalon del sefialamiento celular. Las terminaciones

15



nerviosas simpaticas postganglionares que inervan los distintos 6rganos diana, incluidos los
vasos sanguineos son en su mayoria fibras adrenérgicas que liberan noradrenalina. La
noradrenalina liberada por las terminaciones nerviosas adrenérgicas, asi como la
noradrenalina y la adrenalina circulantes se van a unir a receptores adrenérgicos especificos
a traves de los cuales ejercen sus acciones en los diferentes 6rganos diana. El sistema
nervioso simpatico también participa en el remodelado ventricular y en la hipertrofia

ventricular.

La unién ligando receptor de la noradrenalina con sus receptores genera la activacion de
vias intracelulares que modifican, integran y transducen las sefiales del exterior. De esta
forma las sefiales autondmicas son reguladas por medio de los receptores de la superficie
celular y moduladas en multiples puntos de las vias efectoras [Serafim y cols., 2001]. La
modulacion del tono vascular actia sobre los receptores o adrenérgicos, los cuales son
importantes en los cambios de presion. La familia de los receptores adrenérgicos que
participan pertenece a los receptores a-adrenergicos, las isoformas de los receptores son los

a1 y ap adrenérgicos, receptores que intervienen en la modulacion del tono vascular.

En el endotelio, la noradrenalina, se une a sus receptores op-adrenérgicos, los cuales estan
acoplados a proteinas Gi que inactiva a la adenilato ciclasa (AC), generando una
disminucion del segundo mensajero intracelular adenosin monofosfato ciclico (AMPc), lo
que permite la apertura de canales de K* dependientes de voltaje [Peralta et al., 1987]. A
nivel de las células del MLV, la noradrenalina interactia con los receptores o;-
adrenergicos, receptores que estan acoplados a proteinas Gq, estos promueven la activacion
de la enzima fosfolipasa C (PLC), que genera diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;). EI DAG estimula la
proteina cinasa C (PKC), que participa en la sensibilizacién al calcio (Ca?*) segundo
mensajero que participa en la maquinaria contractil, mientras que el IP; promueve la
liberacion de Ca®* desde el reticulo sarcoplasmico (RS) por activacion del receptor 1P;
localizados en el mismo. El aumento de los niveles de Ca** intracelular, da lugara a que el
Ca®* se una a la cadmudulina (CaM) formando de esta manera el complejo Ca®*-CaM, este
complejo se une a la subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera de la miosina

(MLCK) favoreciendo de esta manera la contraccion muscular.
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Figura 3. Sistema de sefializacion adrenérgico. Las catecolaminas: adrenalina y
noradrenalina (A) se unen a receptores blancos de 7 cadenas transmembranales
conocidos como receptores acoplados a proteinas G (B) (GPCR), las cuales constan
de tres asas extracelulares, 3 intracelulares, un amino extracelular (N) y carboxilo
intracelular(C). Localizado en la membrana plasmatica al ser activado por el agonista
se acopla a una proteina G que activa a una proteina efectora, la cual genera segundos
mensajeros como las cinasas. Tomado de Hirano, 2007.

1.2.2 Mecanismos enddcrinos

El SRA participa en la modulacién del tono vascular por la liberacion de algunos factores
vasoactivos [Mehta y Griendling., 2007]. El incremento tanto en los niveles como en el
grado de activacion de los componentes que integran el SRA se ha asociado con el
desarrollo de patologias cardiovasculares como la aterosclerosis [Hammoud y cols., 2007],
la diabetes y la hipertension [Kobori y cols., 2007]. En el SRA la Ang Il es sintetizada por
accion de la renina, enzima proteolitica que actlia sobre el angiotensinégeno dando lugar a
angiotensina | (Ang 1), que a su vez se convierte en Ang Il por accién de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA).

Los efectos generados por la angiotensina Il son mediados por los receptores AT; y ATy,

ademas la Ang Il induce la secrecion de vasopresina y aldosterona, modula la ingesta de
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agua y la excrecion de Na" y H,0, incrementa la actividad del sistema nervioso simpatico y

produce vasoconstriccion [Kobori y cols., 2007].

1.2.3 Mecanismos intrinsecos

El tono vascular es un término que se utiliza para caracterizar el estado contréctil de un
vaso, es un indicador del nivel de activacién de las células del endotelio y el MLV. El tono
vascular es el resultado de la interaccion entre mecanismos vasodilatadores y
vasoconstrictores que actdan sobre el vaso sanguineo como hormonas, neurotransmisores,

factores derivados de endotelio y cambios de presion sanguinea.

El principal determinante de la contractilidad del MLV es la concentracion de Ca®* libre
intracelular. La entrada de Ca®* desde el espacio extracelular como su salida desde los
depositos intracelulares promueve el aumento de las concentraciones de Ca?*. La activacion
de receptores acoplados a proteinas Gq por agonistas contréctiles como la noradrenalina, la
serotonina (5-HT), el TXA,, la Ang Il y la endotelina (ET) promueve la activacion de la
enzima PLC que genera DAG e IP3 a partir de la hidrolisis de PIP,. EI DAG estimula la
PKC, que participa en la sensibilizacién al Ca** de la maquinaria contréctil, mientras que el
IP; promueve la liberacién de Ca?* desde el RS por activacién del receptor IP; de la
membrana del reticulo. Ademas, los canales de Ca®* dependientes de voltaje (CaV) que se
activan por despolarizacién de la membrana, asi como los canales de Ca** acoplados a
receptores, también van a contribuir al incremento del Ca”" intracelular [Webb, 2003].
Cuando los niveles de Ca** intracelular aumentan, éste se une a la CaM; el complejo Ca**-
CaM se une a la subunidad catalitica de la MLCK, que se encuentra en forma inactiva,
formando asi un complejo enzimatico (complejo Ca’ CaM-MLCK) que cataliza la
transferencia de grupos fosfato a la cadena ligera de la miosina (MLC20). Esto incrementa
la actividad ATPasa de la miosina, la cual interactia con la actina, induciéndose la

contraccion muscular [Hirano, 2007] (Figura 4).

La activacion de los receptores acoplados a proteinas G ademas de estimular a la enzima
PLC, también puede activar la fosfolipasa A, (PLA,) y la biosintesis de prostaglandinas a

partir del &cido araquidonico (AA); también puede activar a las Rho-quinasas y cascadas de
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proteinas quinasas activadas por mitdgenos las MAPK-Ras. La enzima PKC, Rho-quinasa
y MAPK pueden fosforilar directamente la MLC20, incrementando la actividad ATPasa de
la miosina.El AA, la PKC y la Rho-quinasa pueden inhibir a la fosfatasa de la cadena ligera
de la miosina (MLCP), manteniendo de esa forma la fosforilacion de la MLC20 y

consecuentemente la contraccion [Abdel-Latif, 2001].

En relacidn al proceso de relajacion este tiene lugar cuando disminuye la concentracion de
Ca?* intracelular, la disminucién de la concentracion de Ca** tiene como resultado la
eliminacién del estimulo contréctil. La disminucién de Ca®* se produce por la recaptacion
del Ca?* intracelular en el reticulo sarcoplasmico mediante la Ca*"ATPasa (SERCA) y por
la salida de Ca®" al exterior celular a través de la bomba de Ca** (PMCA) o del
intercambiador Na*-Ca®* de la membrana plasmatica. Esta disminucién de las
concentraciones de Ca®* intracelular conlleva la disociacion del complejo Ca®*"CaM-
MLCK, ademés también la MLC20-P es desfosforilada por la MLCP permitiendo que la
miosina vuelva a su estado inactivo, produciéndose de esta manera vasodilatacion [Webb,
2003; Hirano, 2007]. Multiples compuestos van a generar segundos mensajeros
intracelulares, como los nucle6tidos ciclicos AMPc y guanosin monofosfato ciclico
(GMPc), que promueven el inicio de cascadas de sefializacion para producir relajacion,
siendo el AMPc el principal mediador de la relajacion inducida por agonistas [3,-
adrenérgicos, mientras que el GMPc media la relajacion inducida por NO, monoxido de

carbono y péptido natriurético [Akata, 2007].

La activacion de proteinas quinasas dependientes de AMPc (PKA) y dependientes de
GMPc (PKG) promueven, entre otros efectos, la reduccion de las concentraciones de Ca®*
intracelular por los siguientes mecanismos: 1)Activacion de la recaptura de Ca®* por
depositos intracelulares via fosforilacién de la SERCA; 2) incremento de la salida de Ca**
por activacién de la PMCA vy del intercambiador Na* -Ca?* 3) inhibicién de la salida de
Ca®* del reticulo sarcoplasmico via fosforilacion del receptor IP; y/o inhibicién de su
sintesis; 4) activacion de canales de K* dependientes de Ca®* en algunos lechos vasculares,

lo que produce la hiperpolarizacion de la membrana celular que conduce a una inhibicidn
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de la entrada de Ca** desde el espacio extracelular a través de canales de calcio
dependientes de voltaje [Akata, 2007].
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Figura 4. Mecanismos implicados en la contraccion y relajacién del muasculo liso
vascular. AA: 4cido araquidonico; ADP: adenosin difosfato; ATP: adenosin trifosfato;
CaM: calmodulina; CaV: canales de Ca2+ dependientes de voltaje; CML: célula muscular
lisa; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol 1,4,5-trifosfato; MAPK: proteinas quinasas
activadas por mitégenos; MLC: cadena ligera de la miosina; MLCK: quinasa de la cadena
ligera de la miosina; MLCP: fosfatasa de la cadena ligera de la miosina; PIP2: fosfatidil
inositol 4,5-bifosfato; PKC: proteina quinasa C; PLA2: fosfolipasa A2; PLC: fosfolipasa
C; RS: reticulo sarcoplasmico. Adaptado de Abdel-Latif, 2001.

1.2.3.1 Factores endoteliales

En 1980 Furchgott y Zawadski que el endotelio es un regulador de la vasodilatacion,
demostraron que anillos arteriales pre contraidos se podian relajar en respuesta a
acetilcolina, solo si las células del endotelio estaban intactas, lo cual sugeria que la
respuesta estaba mediada por alguna sustancia derivada del endotelio, Furchgott propuso en
1986 que era el NO.
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1.2.3.1.1. Oxido nitrico (NO)

El NO tiene las siguientes caracteristicas es un gas inestable, se libera de manera pulsatil, es
muy l&bil, posee un electron no pareado y tiene una vida media de aproximadamente seis
segundos y es el mas importante mediador de la relajacion vascular. La sintesis del NO esta
mediada por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), enzima encargada de sintetizar NO y L-
citrulina a partir de L-arginina para esto se requieren los siguientes cofactores nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato [NAD(P)H], flavin adenin dinucledtido (FAD), flavin
mononuclettido (FMN), tetrahidrobiopterina (BH4) y CaM (Figura 5) [Mitchel y cols.,
2008; Schimidt y cols., 2007]. Cuando existe un déficit de sustrato u oxidacion de
cofactores como BH4, esta enzima oxido nitrico sintetasa puede generar anion superoxido
(O27) o perdxido de hidrégeno (H,O;). A su vez, la interaccion entre NO y O, da lugar a la
formacion de peroxinitrito (ONOQ), una especie altamente reactiva [Yoneyama y cols.,
2001; Matoba y cols., 2000].

El NO es sintetiado por 3 diferente isoformas de la NOS la sintasa del 6xido nitrico
neuronal (nNOS), la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS) y la sintasa del 6xido nitrico
endotelial (eNOS). Las isoenzimas, la NNOS y la eNOS se les denomina constitutivas, y
ambas responden a los agonistas bradicidina y acetilcolina (ACh) que incrementan la
concentracién de Ca?* intracelular., estas isoenzimas producen NO por cortos periodos de
tiempo. La isoforma inducible (iNOS) se expresa en macrofagos y las células endoteliales
en repuesta a procesos inflamatorios y sintetizan mas NO que las sintasas constitutivas,
produciendo de una manera constante y por largos periodos de tiempo. La sintesis de NO
depende también de la unién de la NOS a la CaM, para lo que requieren un incremento en
la concentracion de Ca®* intracelular. Otro mecanismo fisioldgico importante que regula la
produccién de NO es la fuerza de roce que ejerce el flujo sanguineo al circular por los
vasos. Otra caracteristica del NO es que es liposoluble y atraviesa las membranas celulares,
es decir el NO difunde del endotelio a las células del MLV adyacente de esta manera activa
a la enzima GSc, provocando un aumento de los niveles celulares de GMPc, que a su vez
disminuye la concentracion de Ca®* necesario para la interaccion de las proteinas

contréctiles y esto produce vasodilatacion.
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La funcion endotelial se evalua de forma indirecta a traves de la determinacion de la
relajacion dependiente de endotelio, esto refiere a la capacidad del endotelio de liberar
sustancias vasoactivas que actian sobre las células del MLV, en respuesta a estimulos
como la acetilcolina. Esta actividad se debe a la produccién de NO, la produccion de NO a
nivel endotelial la controla la eNOS, enzima que estd sometida a una regulacion tanto
transcripcional como postranscripcional, la region promotora del gen que codifica para esta
enzima contiene desde elementos de respuesta a condiciones de flujo (shear stress response
element, SSRE), hasta regiones potencialmente mediadoras de regulacion por niveles de
colesterol, lo que da una idea de la complejidad de su regulacion. La disminucion de la
dilatacion dependiente de NO es la manifestacion méas temprana de la disfuncion endotelial,
se produce antes de que se aprecien alteraciones morfoldgicas y es la primera funcion que
mejora con ciertos tratamientos farmacoldgicos. El efecto antiproliferativo del NO parece
estar relacionado con la represion por el NO de la transcripcion de genes como la ciclina A,
un regulador clave de la transicion entre la fase G1 y S de la fase de replicacion del ADN
del ciclo celular.El NO también regula la integridad del endotelio de forma coordinada con
el factor de crecimiento endotelial vascular, por ello el NO es consisderado como el sensor

mas sensible y especifico para evaluar la funcion endotelial [Forstermann U y Li H, 2011].
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Figura 5. Esquema de la estructura dominio de NOS mostrando los sitios de
union de cofactores y sustrato. En la parte inferior se muestra la reaccion de sintesis
del 6xido nitrico. Arg: arginina; BH4: tetrahidrobiopterina; CaM: calmodulina; FAD:
flavin adenin dinucleétido; Fe: ion hierro; FMN: flavin mononucleétido; NAD(P)H:

nicotinamida adenina dinucleétido fosfato. Adaptado de Andrew y Mayer, 1999. 22



Por lo tanto, fisiolégicamente es fundamental la liberacion de NO, el cual mantiene el tono
del MLV, regula la distribucion del flujo sanguineo en los lechos vasculares y participa en
la regulacion de la resistencia periférica contribuyendo, de este modo, al control de la
presion arterial. Ademas, el NO tiene propiedades vasoprotectoras y antiaterosclerdticas, ya
que inhibe la agregacion y adhesion plaquetaria en la pared vascular [Li H y cols., 2000].
En el endotelio, este mediador es sintetizado por accién de la eNOS tanto en condiciones
basales como tras ser activada por diversos agonistas o por el rozamiento producido por el
flujo sanguineo. Se ha demostrado que el NO participa en la relajacién dependiente de
endotelio inducida por bradicinina y ACh en diferentes lechos vasculares [Briones y cols.,
2002]. Asimismo, modula las respuestas vasoconstrictoras inducidas por diferentes
agonistas, como fenilefrina y noradrenalina [Leung y col., 2006]. Una vez sintetizado, el
NO difunde a la capa media donde produce vasodilatacion a través de mecanismos,
dependientes e independientes de GMPc. Por un lado, el NO activa la guanilato ciclasa
soluble (GCs) y la subsiguiente produccién de GMPc, principal mecanismo intracelular,
por el que el NO produce relajacion. Este activa a la PKG que disparara una serie de
reacciones de fosforilacién que en Gltima instancia provocan la relajacion de las células del
MLV como consecuencia de la disminucién de Ca®* intracelular y la reduccion de la
sensibilidad al Ca?* de la maquinaria contréctil. Tambien el NO puede provocar relajacion
por activar directamente canales de K™ a través de la hiperpolarizacion de la membrana, que
conduce a una inhibicion de la entrada de Ca** del espacio extracelular a través de canales

de Ca** dependientes de voltaje (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de relajacion inducidos por el NO. Cav: canales de Ca®*
dependientes de volaje; CML.: célula muscular lisa; GCs: guanilato ciclasa soluble;
GMPc: guanosin monofosfato ciclico; GTP: guanosin trifosfato; IP3: inositol
1,4,5-trifosfato; MLC20: cadena ligera de la miosina; MLC-P: cadena ligera de la
miosina fosforilada; NO: 6xido nitrico; PKG: proteina quinasa dependiente de
GMPc; SERCA: Ca2+-ATPasa del reticulo sarcopldsmico. Adaptado de Abdel-
Latif, 2001.

Por lo tanto, la relajacion del MLV se produce ya sea como resultado de la eliminacion del
estimulo contractil o por la accion directa de una sustancia que estimula la inhibicion del
mecanismo contractil, independientemente el proceso de relajacion requiere una
disminucién de Ca® intracelular y el aumento de actividad de la MLC fosfatasa. Los
mecanismos capaces de secuestrar o eliminar Ca** intracelular y/o de aumentar la actividad
de la MLC fosfatasa contribuye a la capacidad de respuesta anormal de las células del
MLV. La disminucién en la concentracién intracelular de Ca®** provoca la relajacion de
CMLV, varios mecanismos estan implicados en la eliminacién de Ca** citosélico e
involucran al RS y a la membrana plasmatica. La recaptacion de Ca** en el reticulo
sarcoplasmico depende de la hidrélisis de ATP. La membrana plasmatica también contiene
Ca, Mg ATPasas, proporcionando un mecanismo adicional para reducir la concentracion

activa de Ca®" en la célula, los intercambiadores Na* /Ca®* ubicados en la membrana
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plasmatica contribuyen también a la disminucién de Ca®* intracelular asi como los canales
de Ca”* operados por receptores o por voltaje, son importantes en el influjo de Ca** y la
contraccion de CMLYV vy por lo tanto su inhibicion puede provocar relajacion.

La inactivacion del NO se debe a la reaccion NO vy el radical superoxido 0, que tiene una
velocidad tres veces mayor que la velocidad de reaccion de la superoxido dismutasa (SOD),
enzima que transforma el O, en H,O,. La reaccién preferencial del O, es con el NO para
formar peroxinitrito el cual es un potente oxidante este participa en la oxidacion de grupos
sulfhidrilos, de lipidos y en la nitracién de residuos de tirosina. EIl peroxinitrito en altas
concentraciones es toxico debido a que modifica la estructura y funcién de proteinas
contribuyendo de esta manera a la disfuncion vascular [Combes y cols., 2001; Munzel y
cols., 2005]. Debido a la velocidad de reaccién, siempre hay O, inactivando NO tanto en
las células como en el espacio extracelular (Figura 7). En condiciones fisiologicas las
defensas antioxidantes SOD, glutatién peroxidasa (GPX), catalasa (CAT) mantienen el

balance entre NO y O;".
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Figura 7. Los mecanismos que llevan a una disminucion en la sintesis de NO.

Disminucion de sustratos, la L-arginina y BH, diminucién en la expresion y

activacion de la eNOS, inhibidores de la eNOS, aumento en la degradacion de NO

debido a un incremento en la uniébn de NO, con hemoglobina, albumina y

superoxido, la cual forma peroxinitrito, todos estos mecanismos disminuyen la

activacion de la guanilato ciclasa y la produccion de NO. Adaptado de Vanhoutte

y cols., 2010.
1.2.3.1.2 Prostanglandinas
La enzima PLA; libera acido araquironico (AA) a partir de los fosfolipidos de membrana
plasmatica, una vez liberado el AA es metabolizado por las ciclooxigenasas (COXs), estas
enzimas tiene actividad oxigenasa y peroxidasa, por lo tanto, primero se libera
prostaglandina G, (PGG,) y posteriormente a la prostanglandina H, (PGH,). La PGH es el
sustrato para la sintasa de prostaciclinas la cual libera prostanglandina A, (PGly. Cuando
las células endoteliales son estimuladas por agonistas como la ACh se incrementa el Ca®*
intracelular, esto origina que se libere NO y PGH,. El Ca?* es el paso necesario para la
activacion de la NOS l11, la cual estimula la sintesis de NO y PGl,. La PGlI; activa los
receptores IP sobre el musculo liso, produciendo vasodilatacién e inhibicién de la
agregacion plaquetaria, estos efectos los realiza en forma sinérgica con el NO [Kawabe y

cols., 2010].

1.2.3.1.3 Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF)
La relajacion del MLV implica la hiperpolarizacion de la membrana celular, a través de la

propagacion de la corriente eléctrica entre las células endoteliales y las células del MLV.
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Este tipo de respuesta puede ser inducida por agonistas como bradicinina, la ACh, la
histamina o sustancia P. La respuesta mediada por EDHF se inicia por un incrementos en la
concentracion de Ca?* endotelial y la consecuente activacion de los canales de K* activados
por Ca’* de pequefias e intermedias conductancia que hiperpolarizan las células

endoteliales [Busse y cols., 2008].

1.2.3.4 Sustancias vasoconstrictoras

1.2.3.4.1 Noradrenalina

La adrenalina y la noradrenalina, hormona y neurotrasmisor respectivamente, son
sintetizados a partir de la L-tirosina, por dos fuentes en el organismo: las terminaciones
nerviosas simpaticas, que liberan noradrenalina sobre los 6rganos efectores después de la
estimulacion, y las células cromafines de la medula suprarrenal, que son las neuronas
simpaticas posganglionares y fuentes de sintesis, almacén y liberacion de adrenalina y
noradrenalina bajo la estimulacién de los receptores nicotinicos de acetilcolina. Ambas
catecolaminas modulan respuestas fisioldgicas como el metabolismo, la vasoconstriccion,
la vasodilatacién, la proliferacion y la presion sistolica/diastolica. La noradrenalina y la
adrenalina que son liberadas en situaciones de estrés, ansiedad y aumento de la presio, estas

catecolaminas son mediadas por hormonas como histamina, Ang Il y bradicinina.

Los receptores a noradrenalina son receptores metabotrdpicos, estos son receptores a y -
adrenérgicos que estan acopladoa a proteinas G que activan vias intracelulares que integran
y transducen las sefiales en el endotelio y el MLV, la noradrenalina mediante la union a sus
adrenoreceptores genera repuestas celulares en las que participan proteinas como la PKC,
PLC y la AC que activan a segundos mensajeros. De esta maenra se lleva en parte la
modulacion del tono vascular, las isoformas de los receptores o adrenérgicos que participan
son los a; y o, adrenergicos los cuales son responsables de la regulacion del tono vascular

e importante en la hipertension arterial.
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1.2.3.4.2 Angiotensina Il

La Ang Il afecta a todas las células del MLV, endoteliales, fibroblasto, monocitos/
macrdfagos por lo tanto es importante en el desarrollo de la funcion endotelial. El efecto de
la Ang Il es a través de los receptores AT, y AT, los cuales se acoplan a proteinas G. En el
MLV la Ang Il se une a los receptores AT, de esta manera activa a la PLA; y la fosfolipasa
C [Mehta y cols., 2007]. La activacion de la PLC produce 1P3 y DAG, el IP5 al unirse a sus
receptores en el reticulo endoplasmatico abre los canales de Ca’* y aumenta las
concentraciones en el citoplasma, el Ca®* se une a CaM y promueve la interaccion de los
filamentos de actina y miosina para iniciar la contraccion del musculo liso, también el DAG
activa la proteina PKC y genera vasoconstriccion [Wu y cols., 2002, Mehta y cols., 2007;
Watanabe y cols., 2005] (Figura 8).

Ang ll
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Figura 8. Mecanismo de accién de la Ang'otenmsl en’el musculo liso
vacular. Los receptores AT, estan acoplados quqjmtemadmla]msac iva a la
PLC, DAG, IP3 e induce vasoconstriccion.

1.2.3.4.3 Endotelina

La ET se compone de 3 péptidos vasoactivos, cada uno ET 1, 2, 3 y estructulamnete esta
formado por 21 aminoacidos. La ET-1 estan mediadas por 2 subtipos de receptores el ETa
y ETg que se localizan en el endotelio y en el MLV. En las células endoteliales, la

estimulacion de los receptores ETg libera NO y/o PGl lo cual produce vasodilatacion. Su
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efecto vasoconstrictor e inotrépico positivo se logra a través del incremento del Ca** en el
citosol [Schiffrin, 2005]. Para este efecto, la ET-1 se une a su receptor ETa localizado en el
sarcolema, de la célula del MLV de esta manera activa a la enzima PLC, esta activacion
induce hidrolisis de los lipidos de inositol localizados en la membrana, formando dos
segundos mensajeros, IP; y DAG. El IP3 se une a su receptor en la superficie del reticulo
sarcoplasmico, de esta manera se genera la liberaciénde Ca?* hacia el citosol. Por otro lado,
la via del DAG activa la PKC, incrementa la sensibilidad del aparato contréctil al Ca®* ésta
va a fosforilar a la CLM e inicia la contraccion muscular.Tambien la ET-1 a nivel
citoplasmatico, puede llevar a cabo funciones de activacion de la cascada de proteina
quinasa activada por mitdgeno (MAPK), a través de la activacion de las MAPK contribuye
con el control del crecimiento celular, adhesion y migracion en la vasculatura [Marasciulo y
cols., 2006; Prasad y cols., 2009].

1.2.3.4.4 Tromboxano A,

El TXA; es un metabolito del acido araquidonico generado por la accion secuencial de 3
enzimas: PLA;, COXs (COX-1 o COX-2) y tromboxano sintasa (Figura 9). EI TXA;
participa en la fisiopatologia de enfermedades cardiovasculares, enfermedad coronaria,
infarto agudo al miocardio e hipertension. La activacion de los receptores TP por TXA,
contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares a través de los siguientes
procesos: vasoconstriccion, agregacion plaquetaria, estrés oxidativo (EO), inflamacion,
expresion de moléculas de adhesién, contraccién y proliferacion vascular, respectivamente
[Smyth, 2010]. El efecto de la respuesta de los receptores a TXA, esta mediada por
proteinas G a través de los receptores TP (isoformas a y ), los cuales se expresa en
plaquetas (TP o), macrofagos, células endoteliales y células del MLV. Las acciones son
agregacion plaquetaria. La interaccion ligando receptor TP activa diferentes cascadas de
sefializacion que regulan el flujo celular de iones, disposicion del citoesqueleto, adhesion
celular, motilidad, factores de transcripcion nuclear, proliferacion, supervivencia celular y
apoptosis. Se ha reportado que son activados diferentes efectores y segundos mensajeros rio
abajo: IP3, DAG, AMPc, proteinas G pequefias (Ras, Rho), fosfoinositol-3 quinasa, asi
como proteina PKC y PKA. Por otra parte, también el TXA; al unirse a los receptores TP

en el MLV inhibe a canales de Kv, produce despolarizacion de la membrana celular, activa
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a canales de Ca*" dependientes de voltaje tipo L, incrementa el Ca** intracelular y asi

favorecer la vasoconstriccion.

1.2.3.4.5 Serotonina

La 5-HT es un neurotransmisor que participa como mediador quimico o neurotransmisor,
regula funciones nerviosas, gastrointestinales y cardiovasculares. Las acciones fisiologicas
de 5-HT estan mediadas por 7 subtipos de receptores (5-HT;-5-HT>). Los tipos 5-HT;g, 5-
HT,a y 5-HT . El receptor 5SHT 4 0ocasiona vasoconstriccion sistémica, mientras el 5HT g,
provoca vasodilatacion en las arterias [Kauman y cols., 2006].

Los receptores 5-HT,a produce vasoconstriccion en las células del MLV. Las contracciones
inducidas por 5-HT a través de los receptores 5HT,a activa a la PLC a través de la proteina
Gq para incrementar los niveles citosélicos de IP que favorece la liberacion de Ca*? de los
sitios de almacenamiento intracelular y causa vasoconstriccion. El efecto vasocosntrictor se
potencia por el efecto de diversos agentes como la noradrenalina, angiotensina, temperatura

0 potasio [Hirafuji y cols., 2001].

Las células endoteliales normales responden a la 5-HT potenciando la liberacion de NO,
con lo que se produce la vasodilatacion del mdsculo liso vascular. Cuando hay una
disfuncion endotelial, la 5-HT no es capaz de estimular la liberacién de NO y aumenta el
tono de los musculos lisos vasculares, provocando vasoconstriccion. Ademas, la 5-HT
puede actuar como factor de crecimiento y contribuir a la hipertrofia de la capa media

favoreciendo la reestructuracién vascular [Fanburg y Lee, 1997; Vanhoutte, 1997].

Se ha reportado que la 5-HT aumenta la respuesta contractil en arterias coronarias en
pacientes con enfermedad coronaria y aterosclerosis. Ademas, se ha reportado que la 5-HT
genera disfuncién endotelial en arterias ateroscleroticas a través de la participacion de dos
subtipos de receptores, 5-HT1g y 5-HT>,4 lo cual se ha asociado con un incremento de las
concentraciones en plasma de catecolaminas contribuyendo de esta manera a la
remodelacion arterial en varias enfermedades vasculares, incluyendo hipertension vy
aterosclerosis. En pacientes hipertensos y modelos animales se ha reportado un incremento

en la respuesta contractil a agentes vasoconstrictores en células del MLV. Los agentes

30



vasoconstrictores reportados son ET-1, la 5-HT y la noradrenalina que se asociaron con la
regulacion al alza de sus respectivos receptores, ETa, ETg, 5-HT.a Yy receptores a

adrenérgicos, respectivamente (Li et al., 2007).
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Figura 9. Sintesis del TXA,. Liberacién de &acido araquiddnico, de los
fosfolipidos de la membrana. La enzima cicloogenasa (COX) transforma el acido
araquidonico en endoperoxidos ciclicos (PGG, y PGH,), a partir de los cuales se
forma TXA, mediante la accion de la enzima tromboxano sintetasa (TXAS). El
TXA, es un potente vasoconstrictor y el inductor de la agregacion de las plaquetas.

1.3 Presion arterial

1.3.1 Factores que determinan la presion arterial

La presion arterial (PA) esta determinada por dos factores el gasto cardiaco y la resistencia
periférica total, modificacion en estos dos factores produce cambios en el nivel de la PA.
La regulacion de la PA esta determinada por la accion del sistema nervioso autonomo y los
centros de regulacion cardiovascular del sistema nervioso central, los factores
vasodilatadores y vasoconstrictores, asi como el rifion. Cada uno de estos sistemas actla

diferente en forma y tiempo [Fisiologia Humana, 2005].
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1.3.1.1 Gasto cardiaco y resistencia periférica
Las arterias pueden sufrir modificaciones estructurales, mecanicas y de funcion, estas
modificaciones podrian contribuir a la elevacion de la PA y por lo tanto generar HTA.

[Fisiologia Humana, 2005].

El GC depende del volumen sistélico y de la frecuencia cardiaca (FC). A su vez, el
volumen sistélico varia segun la contractilidad cardiaca y el retorno venoso. Por su parte, la

RP estan regulada por factores nerviosos, factores humorales y locales.

La resistencia vascular sistémica es la resistencia de friccion al flujo de sangre producida
por todos los vasos. Entre los distintos segmentos del &rbol vascular, los que tienen una
importancia relativa mayor son las arterias pequefias y las arteriolas con diametros
inferiores a 500 um [Christensen y Mulvany., 2001], su contribucion a la resistencia
vascular periférica es aproximadamente de un 70%. Segln la ley de Poiseuille, la
resistencia (R) que ofrece el paso de la sangre a través de un vaso depende de la viscosidad
de la sangre (1), de la longitud del vaso (L) y, del radio (r), de acuerdo con la siguiente
formula: R= 8 nL/z r*. Por lo tanto, pequefias variaciones en la luz del vaso ocasionan
cambios relativamente grandes en la resistencia vascular, estos cambios pueden deberse a la
contraccion y relajacion del muasculo liso de las paredes, o bien a cambios en la estructura
vascular. La caracteristica hemodinamica fundamental de la hipertensién es el aumento
persistente de la resistencia vascular [Levy, 2009], que se puede alcanzar a través de
diferentes vias., estas pueden generar tanto el engrosamiento estructural de la pared como
en la vasoconstriccion. Ademas, la reduccion del didmetro de los vasos de resistencia puede
ser debido a una alteracién funcional por incremento del tono intrinseco vascular,
incremento en la carga neurohormonal o por mayor sensibilidad vascular, a una alteracion

mecanica 0 a un cambio estructural causando por un remodelado vascular.
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1.4 Mecanismos de regulacion de la presion arterial

1.4.1 Regulacién de la presion arterial a corto plazo

El sistema nervioso autonomo, en especifico el sistema nervioso simpatico, tiene un papel
importante en el control circulatorio, actuando sobre el tono vascular o por mecanismo de
reflejo, el cual responde a baroreceptores aorticos y carotideos liberando noradrenalina en
las terminaciones nerviosas produciendo vasoconstriccion y aumento de la FC. El circuito
barorreflejo esta formado por receptores o transductores, capaces de sensar los cambios de
la presion arterial a los cuales se les denomina barorreceptores, estos generan potenciales de

accion y envian una sefial al sistema nervioso central (vias aferentes).

La via aferente del reflejo a partir de los barorreceptores del seno carotideo conecta, a
través del nervio glosofaringeo (IX par craneal), con el nlcleo del tracto solitario del bulbo
raquideo, también los barorreceptores adrticos llegan, mediante el nervio vago, a dicho
nacleo. A través de las vias eferentes (SNA), se modula la FC vy la resistencia periferica
(efectores: corazon y arterias) debido a que envian sefiales hasta el centro vasomotor que, a
su vez, a través de los nervios parasimpaticos y simpaticos actta sobre el corazon y el arbol
vascular [Aaronson, 2004]. Por lo tanto, la estimulacion de los baroreceptores depende de
la magnitud del incremento de presion y de la velocidad del cambio de presion [Kaplan,
2003]. La funcién de los barorreceptores es estabilizar la presion arterial frente a los
cambios bruscos que puede experimentar. Cuando aumenta la presion arterial, los
barorreceptores se estimulan y envian potenciales de accion de alta frecuencia al nlcleo del
tracto solitario del bulbo raquideo. Las neuronas del nucleo del tracto solitario conectan con
el nacleo ambiguo del bulbo raquideo, responsable del tono vagal del corazén. El tono
vagal aumenta y la frecuencia cardiaca disminuye. Por otra parte, las neuronas del nicleo
del tracto solitario conectan e inhiben neuronas del bulbo raquideo responsables de la
actividad simpatica del corazén y los vasos, en consecuencia, se producen bradicardia,
disminucion de la contractilidad y vasodilatacion. EI volumen sistélico, el volumen minuto
y las resistencias disminuyen, como la presion arterial depende del volumen minuto y de las
resistencias periféricas, el reflejo de los barorreceptores en respuesta a una elevacion de la

presion arterial tiende a normalizarse [Fisiologia Humana, 2005].
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Figura 10. Regulacion de la presion arterial a corto plazo. El circuito
barorreflejo esta formado por un grupo de receptores o transductores, capaces de
sensar los cambios de la presion arterial (barorreceptores), generar potenciales de
accion y enviar esa sefial al sistema nervioso central (vias aferentes). Alli se
interpreta la sefial y, a través de las vias eferentes (SNA), se modula la FC y la RP
(efectores: corazon y arterias) debido a que envian sefiales hasta el centro
vasomotor que, a su vez, a través de los nervios parasimpaticos y simpaticos actta
sobre el corazon y el arbol vascular.

1.4.2 Regulacion de la presion arterial a mediano y largo plazo

En la regulacion de la presion arterial a mediano y largo plazo participa el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) este es un mediador clave de eventos cardiovasculares y
progresion de la enfermedad renal, ademas este sistema regula las resistencias vasculares
periféricas a través de los efectos de la angiotensina Il y el volumen intravascular
indirectamente a través de las acciones tanto de la Ang Il como de la aldosterona [Kostenis
E y cols., 2005]

Cuando la presion arterial disminuye, los rifiones liberan la enzima renina en el torrente
sanguineo, esta enzima modifica el angiotensindgeno, una proteina grande que circula por
el torrente sanguineo, en dos fragmentos, el primer fragmento es la angiotensina | que es

relativamente inactiva, esta es dividida a su vez en fragmentos por la enzima convertidora
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de la angiotensina (ECA). El segundo fragmento es la Ang Il, una hormona activa que
provoca la constriccion de las paredes musculares de las arteriolas, aumentando la presion
arterial. La Ang Il interacta con receptores AT1 de la, en la membrana de las CMLV,
desencadenando la via del fosfatidilinositol, provocando el aumento de los niveles
citoplasméticos de Ca** por via del inositolfosfato, y la intensificacion de la actividad del
intercambiador Na'-H" por via del DAG. Los mecanismos antes mencionados causan una
mayor contractilidad del MLV y de la estimulacion de la sintesis de proteina,
respectivamente. La contractilidad del MLV conduce a una vasoconstriccion potente y la
mayor sintesis de proteina en la célula muscular vascular, lo que genera una hipertrofia de
la pared del vaso dando lugar a un aumento de la resistencia vascular. La angiotensina Il
también desencadena la liberacion de la hormona aldosterona por parte de las glandulas
suprarrenales y de la hormona antidiurética por parte de la hipofisis (glandula pituitaria). La
aldosterona y la hormona antidiurética provocan la retencién de sodio por parte de los
riflones, niveles altos de sodio provoca retencién de agua y por lo tanto aumenta el volumen
de sangre y la presion arterial. La reserva corporal de sodio y liquido extracelular, regulan
la presion arterial a largo plazo. De esta manera el SRAA participa en la regulacion del
balance hidroelectrolitico, volumen plasmatico y la resistencia periférica. La angiotensina
I, directamente o indirectamente mediante la produccion de otros factores
vasoconstrictores como catecolaminas y el TXA; produce un aumento de la resistencia

periféricas y por tanto, de la presion arterial [Crackower y cols., 2002] (Figura 11).
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Figura 11. Sistema renina angiotensina aldosterona. Secuencia de reacciones
que regulan la la presion arterial. La renina escinde el angiotensinégeno en dos
fragmentos, la angiotensina | y angiotensina Il. La angiotensina Il provoca la
constriccion de las paredes musculares de las arteriolas, aumentando la presion
arterial, también desencadena la liberacion de la hormona aldosterona y de la
vasopresina. La aldosterona y la vasopresina provocan la retencién de sodio por
parte de los rifiones. El incremento de los niveles de sodio provoca retencién de
agua, aumentando asi el volumen de sangre y la presion arterial.

1.5 Hipertension arterial

La hipertension arterial sistémica (HTA) es una patologia multifactorial caracterizada por el
aumento sostenido de la presion arterial sistélica (PAS), la presion arterial diast6lica (PAD)
0 ambas, en ausencia de enfermedad cardiovascular renal o diabetes >140/90 mmHg
[NOM-030-SSA2-2009].

De acuerdo a el Séptimo Informe del Joint National Comitée sobre prevencion, deteccion,
evaluacion y tratamiento de la hipertension arterial ha clasificado los valores de la presion
arterial en adultos de méas de 18 afios, que no estén tomando medicacion antihipertensiva y
que no sufran enfermedades agudas simultaneas a la toma de presion arterial [NOM-030-
SSA2-2009; JNC VI] (Tabla 1).
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CATEGORIA PAS PAD

Normal <120 mmHg <80 mmHg
Elevada <120 -129 mmHg <80 mmHg
HIPERTENSION
ESTADO 1 130 -139 mmHg 80-89 mmHg
ESTADO 2 >140 mmHg >120 mmHg

Tabla 1. Valores de presidn arterial sistémica. Valores correspondientes de
presion arterial sistélica (PAS) / presion arterial diastlica (PAD) para adultos
mayores.

1.5.1 Epidemiologia de la HTA

La HTA es uno de los principales factores de riesgo para padecer enfermedad
cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, que son una de las principales causas de
mortalidad en México [Stevens y cols., 2008]. Uno de cada 4 adultos en México padecen
HA (25.5%) de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
2016 [ENSANUT 2016]. Para clasificar a un individuo como hipertenso, debe tener una
presion arterial mayor a 140/90 mmHg. De acuerdo a la ENSANUT 2016 la hipertension se
presenta ligeramente mas en mujeres (26.1%) que en hombres (24.9%). El grupo de edad
menos afectado es el de 20 a 29 afios, mientras que la prevalencia mas alta esta en el grupo
de 70 a 79 afios. Solamente el 60% de la poblacién con hipertension arterial tiene
conocimiento previo de que padece esta enfermedad. De las personas que tienen un
conocimiento previo de su condicion, 6 de cada 10 (58.7%) controla su presion arterial
(<140/90mmHg), y 8 de cada 10 (79.3%) esta bajo tratamiento farmacol6gico. Por lo tanto,
se debe promover la deteccién temprana de hipertension arterial, especialmente si se
cuentan con otros factores de riesgo para enfermedades no transmisibles [ENSANUT,
2016].
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1.5.2 Fisiopatologia de la hipertension

1.5.2.1 Alteraciones vasculares: endotelio y musculo liso vascular

Las propiedades mecéanicas de la pared arterial son importantes en la regulacion de la
presion arterial, su evaluacion contribuye al conocimiento de la enfermedad hipertensiva
[FISCHER, Cabrera 2004].

Las arterias elasticas 0 de conduccion estan adaptadas para amortiguar las variaciones de
presion, minimizando el flujo pulsatil del corazon y permitiendo un flujo sanguineo
relativamente constante. Durante la sistole la sangre es impulsada por el ventriculo
izquierdo hacia la arteria aorta, proyectandose contra la pared arterial con una gran fuerza.
Se ha estimado que, si el tejido de la aorta fuera rigido, la sangre que sale del corazon
alcanzaria una velocidad enorme, no sélo en la aorta, sino también en partes mas distales
del arbol vascular esto provocaria que la sangre iria a hran velocidad desgastando las
paredes arteriales y también dafiaria los elementos formes de la sangre. Sin embargo, el
tejido de la aorta y otras grandes arterias tienen una gran elasticidad debido a la presencia
de las laminillas elasticas que forman parte de la pared, estas fibras elasticas participan en
la regulacién de la PA debido a que almacenan temporalmente la energia producida por la
contraccion del corazén durante la sistole. Durante la diastole, la liberacion de esta energia
hace que la aorta regresa a su tamafio original propulsando la sangre contenida. Asi, las
variaciones de presion en las arterias durante el ciclo cardiaco son de una amplitud
relativamente pequefia y distalmente resultan en un flujo continuo [Faury, 2001]. Este flujo
continuo puede verse comprometido si se producen alteraciones en las propiedades
elasticas de los vasos de conduccién. Ademas, una pérdida de elasticidad en la aorta puede
producir una elevacién de la presion de salida, contribuyendo al desarrollo de hipertension
arterial. Esta pérdida de elasticidad también esta relacionada con la elevacion de la presion
arterial durante el envejecimiento, en el que se producen fragmentacion y calcificacion de
la elastina y fibrosis vascular por acimulo de colageno [Wang y cols., 2010]. Por otro lado,
a medida que se endurece la pared, se requiere mas energia para mantener el gasto cardiaco
y se produce un mayor consumo de oxigeno por el miocardio, lo que conlleva a hipertrofia

de la pared del miocardio [Milan y cols., 2011].
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1.5.2.2 Remodelado vascular

El remodelado vascular es un proceso adaptativo de la pared vascular que implica cambios
estructurales que afectan al crecimiento, proliferacion, migracién o muerte celular y a la
produccién o degradacion de la matriz extracelular. Este proceso ocurre en respuesta a
estimulos mecéanicos, hemodinamicos o humorales, provocando cambios en la geometria,
composicion y funcién de la pared vascular. A corto plazo, estos cambios contribuyen al
control del flujo sanguineo en los 6rganos y tejidos pero, a largo plazo, si el estimulo
persiste por ejemplo una elevacion cronica de la presion arterial resulta en alteraciones
patoldgicas de la pared vascular. Ademas, este proceso de remodelado vascular también

puede aparecer durante la hipertension.

Las modificaciones estructurales que se generan en el remodelado vascular son alteracion
del espesor de la pared y del diametro de la luz y van a ser consecuencia o causa del
incremento de la resistencia periférica [Schiffrin y cols., 2005]. Ademés el remodelado
puede ser inducido por la adaptacion pasiva a cambios crénicos en factores hemodinamicos

y/o a través de factores neurohumorales como Ang Il o0 ERO.

Se puede presentar tres tipos de remodelado vascular: 1) el remodelado hipertrofico, que
conlleva un incremento en la cantidad de material del vaso, generalmente de proteinas de
matriz como colageno y fibronectina; 2) el remodelado hipotréfico, que conlleva una
disminucion de la misma y, 3) el remodelado eutréfico, que implica una reordenacion de
los distintos componentes de la pared vascular sin cambio en la cantidad de los mismo.
Ademas, el remodelado puede ser hacia el interior del vaso, cuando hay una reduccion del
diametro interno del vaso, hacia el exterior, cuando se produce un incremento en el
diametro, o compensado, cuando el didmetro interno no se modifica. En los vasos de
resistencia, tanto en hipertension esencial humana como en ratas SHR, coexisten un
remodelado eutrofico es decir un didmetro de la luz vascular disminuido con volumen de
pared por unidad de longitud conservada e hipertréfico es decir el didametro de la luz
vascular disminuido con volumen de pared por unidad de longitud aumentada hacia el

interior. Este remodelado vascular se debe a un incremento del volumen de la capa media y
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del nimero de capas de células musculares lisas, asi como a un aumento en la deposito de

proteinas de matriz extracelular [Mulvany y cols., 2008].

El remodelado vascular afecta a todos los tipos de vasos sanguineos, en términos generales
pueden producirse 3 tipos de fendmenos: en las grandes arterias se produce una pérdida de
elasticidad, debida a hipertrofia de la pared y a alteraciones en su composicion, como
consecuencia de la fragmentacion y calcificacion de las fibras elésticas y a un mayor
deposito de coladgeno [Lemarié y cols., 2010, Heeneman y cols., 2007]. En las arterias de
resistencia se produce estrechamiento de la luz, a veces acompafado de hipertrofia de la
pared, por hiperplasia o hipertrofia de las CML, asi como por una mayor deposito de
coladgeno [Mulvany y cols., 2002, Intengan y Schiffrin, 2000].

Asi, un aumento de la rigidez del vaso favorece una reducciéon del diametro interno
afectando a la resistencia periférica. Parece ser que los cambios en la rigidez son
fundamentalmente debidos a alteraciones en las fibras de elastina, en el contenido de
colageno, en las proteinas de la matriz extracelular y en las moléculas de adhesion [Briones
y cols., 2003]. Ademas, la actividad de las enzimas encargadas de la degradacion de la
matriz extracelular, MMPs, también puede estar disminuida con la hipertensién, lo que
conduciria a un aumento de la cantidad de proteinas de matriz [Touyz, 2005].

La disfuncién endotelial comprende una pérdida del balance entre los factores
vasodilatadores y vasoconstrictores derivados del endotelio, donde el estado vasoconstrictor
llega a ser dominante, llevando a cambios patofisiol6gicos progresivos. Colectivamente,
estos cambios endoteliales exhiben caracteristicas proinflamatorias, prooxidantes,
proliferativas, procoagulantes y de adhesién vascular que se considera una de las
alteraciones funcionales méas importante en hipertension que favorece el desarrollo de
arteriosclerosis. Para que el endotelio pueda ejercer todas sus funciones es necesaria su
integridad anatdmica y funcional del mismo. La pérdida de la integridad endotelial va a
responder a través de la sintesis y liberacion de numerosos factores biolégicamente activos
que van a regular la angiogénesis, las respuestas inflamatorias, la homeostasis, asi como el
tono y la permeabilidad vascular. Los factores endoteliales que modulan la relajacion y la

contraccion del muasculo liso vascular se clasifican en tres grupos: factores relajantes
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derivados de endotelio, como la PGl,, el NO, factores contractiles derivados de endotelio,
como los endoperoxidos, el TXA,, radicales libres de oxigeno, la Ang Il y la ET [Serban y
cols., 2010].

En la hipertension arterial, el endotelio esta deteriorado y promueve cambios funcionales de
la pared vascular. Por lo tanto, la disfuncion endotelial no s6lo es un marcador de
enfermedad vascular sino que ademas contribuye a la progresion de la misma. Los
pacientes hipertensos tienen deprimida la relajacion dependiente de endotelio y este
trastorno estd asociado a una menor bioactividad del NO. Panza y col., muestran que el
aumento de flujo sanguineo en el antebrazo en respuesta a distintos agonistas que estimulan
la produccion de NO, como ACh, sustancia P y bradicinina, es significativamente menor en
pacientes hipertensos que en normotensos. Ademas, esta diferencia desaparece cuando
ambos grupos son previamente tratados con NG monometil-L-arginina (L-NMMA), un
inhibidor de la NOS y también, los hipertensos presentan una respuesta vasodilatadora
conservada al nitroprusiato de sodio, donador de NO que actlia directamente sobre el MLV.
Estos resultados confirman que en la hipertension la disfuncion endotelial efectivamente
estd asociada a una menor biodisponibilidad de NO. Mas adn, Plavnik y col., 2006
obtuvieron resultados similares en una poblacion sana, sin factores de riesgo, con presion
sistélica normal-alta [Plavnik y cols., 2006], y Taddei y cols, lo detectaron en personas

normotensas con antecedentes familiares de hipertension.

Si bien el deterioro de la relajacion vascular dependiente de endotelio es un marcador de
disfuncion, la menor disponibilidad de NO también genera un endotelio con efectos pro-
inflamatorios, pro-trombdticos y pro-coagulantes. El deterioro de la relajacion dependiente
de endotelio en pacientes hipertensos, como mencionamos previamente, puede estar
causada por menor sintesis 0 mayor velocidad de degradacion de NO, a lo que pueden
sumarse alteraciones en la estructura vascular. Por otra parte, Harrison y cols., demostraron

que la hipertension esta asociada a un aumento de la produccién de ERO.

Algunos autores han descrito que la disfuncion endotelial observada con la hipertension

puede ser debida a la disminucion en la produccién de NO, o a la disminucién de la
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actividad de los canales de potasio activados por calcio implicados en la relajacion mediada
por EDHF. Sin embargo, otros estudios muestran un incremento en la sintesis de NO,
probablemente como mecanismo compensatorio frente al incremento de la presion arterial
[Briones y cols., 2002; Rossoni y cols., 2002]. A pesar de lo anteriormente mencionado,
uno de los mecanismos mas aceptados para explicar la disfuncion endotelial asociada a la
hipertensién es la disminucion de la biodisponibilidad del NO, se deba probablemente a un
aumento de la generacion de O,~ [Rossoni y cols., 2002].

La disfuncion endotelial no es homogeénea en sus caracteristicas y su distribucion, varia en
funcion de la patologia asociada, asi como con el lecho vascular que se considere. La
ausencia de la respuesta relajante mediada por NO, se manifiesta también en un aumento de
la contraccion del MLV en respuesta a diversos vasoconstrictores como, endotelina, la 5-

HT y la noradrenalina.

El incremento de la respuesta contractil se debe a la interaccion de vasoconstrictores a sus
receptores especificos. La respuesta es el aumento de la actividad de la enzima PLC a
través del acoplamiento de una proteina G. En la mayoria de los musculos lisos, la PKC
promueve la contraccién mediante efectos tales como la fosforilacién de canales de Ca** o
de otras proteinas que regulan el ciclo de puentes cruzados. El Ca?* se une a calmodulina,
conduciendo a la activacion de MLCK, que fosforila la cadena ligera de la miosina. Sin
embargo, la elevacion en la concentracién intracelular de Ca* es transitoria, aunque la
respuesta contréctil se mantiene por un mecanismo Ca’*sensibilizante provocado por la
Rho kinasa a través de la inhibicion de la actividad de la fosfatasa de miosina. Este
mecanismo se inicia al mismo tiempo que se activa la fosfolipasa C, e implica la activacion
de la proteina pequefia RhoA de union a GTP. La activacién de RhoA por el receptor
acoplado a proteina G tras la activacion, RhoA aumenta la actividad Rho kinasa, que
conduce a la inhibicion de la fosfatasa de miosina. Esto promueve el estado contractil, ya

que la cadena ligera de la miosina no puede ser desfosforilada.

En modelos animales, se ha reportado que la hipertension genera una disminucién de las

relajaciones dependientes de endotelio, sin embargo, se han descrito también respuestas
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aumentadas y no alteradas, dependiendo del lecho vascular y el modelo de hipertension
estudiado. En modelos animales con hipertension se ha observado también un incremento
en las respuestas contractiles a diferentes agonistas como 5-HT, noradrenalina. Asimismo,
se han descrito alteraciones en la sensibilizacién de la maquinaria contractil al Ca®* e
incremento del tono simpatico, lo que podrian contribuir al incremento de la resistencia

vascular en la hipertension [Lee y cols., 2004].

1.5.2.3 Otros marcadores de disfuncién endotelial

1.5.2.3.1 Estrés oxidativo

Las ERO engloba varias moléculas, que tienen un amplios efectos y funciones celulares. En
situaciones fisioldgicas existe un equilibrio en la regulacion de la produccion y eliminacion
de las ERO; sin embargo, en condiciones patoldgicas, existe un desequilibrio entre la
actividad de las enzimas generadoras de ERO y su degradacion, esto genera un incremento
de la produccion de ERO, provocando un estado de EO [Harrison y cols., 2009]. Dentro del
sistema cardiovascular, los efectos de los ERO provocan diferenciacion y crecimiento
celular, modulacion de la produccion de la matriz extracelular, inactivacion del NO y
estimulacién de algunas cinasas. Por lo tanto se ha establecido que las ERO participan en el
desarrollo de la hipertension generando alteraciones estructurales y funcionales. [Paravicini
y Touyz, 2008].

Se ha reportado que pacientes con hipertension presentan una disminucion de la actividad
de enzimas antioxidantes enddgenas a nivel sanguineo y en células mononucleares
indicador de un incremento de EO comparada con individuos normotensos. Las mediciones
directas de la produccion de ERO en células de mononucleares mostraron que las células
aisladas a partir de pacientes hipertensos presentan altos niveles de produccién de radicales
superoxidos [Rhian M., 2004].

Por otra parte, distintos modelos de hipertension muestran un aumento del EO asociado
tanto a un aumento en la produccion vascular de O," [Griendling, 2004; Redon y Oliva,
2003] como a una reduccion de la actividad de las principales defensas antioxidantes

vasculares de enzimas como la SOD, la GPx, la catalasa y barredores de ERO como
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vitamina A, C y E [Polizio y Pefia, 2005; Chaves y cols., 2007]. Sin embargo, también
existen resultados contrarios, donde un incremento en la expresion de las SODs y GPx en
aorta de ratas hipertensas el cual se interpreta como un mecanismo adaptativo para
disminuir la elevada produccion de radicales [Meng y Roberts, 2002]. El incremento en la
produccién de ERO, también, se ha asociado con un aumento en la expresion y actividad de
enzimas como la XO, NOS o NAD(P)H oxidasa [Hamilton y Brosnan.,2001; Zalba y cols.,
2001]. En diversos modelos animales con hipertension arterial inducida inducida por Ang
I, SHR o DOCA-salt entre otros se ha observado que la NAD(P)H oxidasa tiene un papel
importante en el desarrollo de la HAS [Beswick y cols., 2001; Griendling,2004]. Ademas
se ha reportado en estos modelos animales con hipertension un incremento de marcadores
de estrés oxidativo como malondialdehido (MDA) e isoprostanos [Donmez y cols., 2002;
Alvarez y cols., 2007].El incremento del EO favorece la disfuncion endotelial y el aumento
de la respuesta contractil, el EO reduce la biodisponibilidad del NOy genera ONOO-
[Bachschmid y cols., 2003; Schildknecht y cols., 2009; Garciay col., 2000].

La disfuncion endotelial es considerado como un predictor temprano de evento
cardiovasculares, particularmente en pacientes hipertensos (Zoccali y cosl., 2006), la
disfuncion endotelial se caracteriza por una reduccién en la biodisponibildad de NO y a un
incremento del EO (Taddei y cols., 2006). El endotelio en condiciones patol6gicas puede
modificar su fenotipo a través de procesos de vasoconstriccion, inflamacion y eventos
tromboticos, esta respuesta anormal se manifiesta en diferentes estados clinicos tales como
hipercolesterolemia, diabetes mellitus e hipertension, y ocurren en ausencia de cambios
morfolégicos en la pared vascular. La etiologia de estas alteraciones de la funcion
endotelial es multifactorial, y los principales mecanismos a un no han sido totalmente
dilucidados. Actualmente, existen evidencias sustanciales que muchas funciones
endoteliales son susceptibles a la presencia de ERO y el subsiguiente al EO (Pratico, 2005).
Se ha sefialado que el EO puede ser responsable del aumento del tono vascular, aumento de
la sensibilidad a agentes vasoconstrictores y a una disminucion de la respuesta
vasodilatadora dependiente del endotelio (Schnackenberg, 2002a; 2002b). En presencia de
EO, el anién superéxido ha sido el mas estudiado este actla neutralizando al NO, al

interacccionar con el NO formar peroxinitrito (Pryor y Squadrito, 1995) de esta manera

44



favorece el efecto vasoconstrictor, por lo tanto la disminucion de la biodisponibilidad del
NO aumenta el riesgo de disfuncion endotelial, aumenta la adhesion y agregacion
plaquetaria, la quimiotaxis de monocitos y la proliferacion de las CMLV, lo que favorece la

aparicion de la HTA, hipertrofia vascular y enfermedad vascular oclusiva.

La disfuncion endotelial es también caracterizada por un cambio fenotipico y un
incremento en la adhesividad de las células vasculares, mediante la liberacion de moléculas
de adhesion como elfactor de von Willembrand (VWF), intercelular-1 (ICAM-1), las
moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM-1) y las E-selectinas (Nadar et al.,
2004). Entre estos, el VWF es probablemente el mas extensamente estudiado de estos
productos endoteliales, a nivel plasmatico las moléculas de adhesion solubles (E-selectinas,
ICAM-1, VCAM-1) también mostraron ser elevados en pacientes hipertensos [Parissis y
cosl., 2001].

El incremento del EO se debe a una disfuncion del sistema de transporte mitocondrial de
electrones, la xantina oxidasa, la NAD(P)H oxidasa, la activacion de neutrofilos, el
metabolismo del acido araquidonico y la autooxidacion de catecolaminas. La importancia
biolégica de estas especies quimicas pueden alterar la estructura de las membranas
celulares, producir dafio en las proteinas intracelulares, oxidacion de las lipoproteinas

plasmaticas y aceleracion del envejecimiento celular (Rodrigo y Rivera, 2003).

La ERO méas comun es el anién superdxido, generado en células vivas por la xantina
oxidasa, la NAD(P)H oxidasa, el citocromo P450 microsomal y las enzimas mitocondriales
de la cadena transportadora de electrones. La autoxidacion de la hemoglobina resulta en la
generacion de O,.” ,también es producido a través de reacciones de algunas moléculas con
el oxigeno (adrenalina, dopamina, tetrahidrofolato, citocromos y por células en que ocurre
el mecanismo de la fagocitosis como los polimorfonucleares neutrdfilos, monocitos,
macrofagos) tambie los iones metalicos de los elementos de transicion, especialmente
cuando se encuentran en el estado reducido, pueden sufrir una autoxidacion a la vez que

transforman la molécula de oxigeno en O;".
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El H,O, aunque no es un radical libre (pero se considera también una de las especies
reactivas de oxigeno) puede generar un radical libre extremadamente reactivo, como es al
hidroxilo (*OH) en presencia de iones metalicos como Fe’* Cu* 6 Mn* a través de la
reaccion de Fenton. Estos iones al estado reducido también pueden catalizar la reaccion
entre el H,O,y el anién superdxido, conocida como la reaccion de HaberWeiss (Rodrigo y
Rivera, 2003). Es importante sefialar que los iones metélicos de elementos de transicion
pueden catalizar estas reacciones quimicas solamente cuando se encuentran libres. Por lo
tanto, una manera de controlar este efecto es a través de la formacion de complejos con

sustancias quelantes, que por esta via previenen la formacion de radicales libres.

El endotelio es un tejido altamente sensible al dafio producido por los radicales libres,
afectando a lipidos, proteinas y ADN. El dafio puede ser inducido tanto por las ERO o de
nitrégeno, como el peroxinitrito. La hipertension se encuentra asociada con una elevacion
de las ERO vy frecuentemente también con un deterioro de los mecanismos antioxidantes
endogenos [Lassegue y Griendling, 2004]. En ratas espontaneamente hipertensas se ha
reportado un incremento de ERO en la pared vascular, corazén y rifién, tales como H0,
O,’, y marcadores de oxidacion tales como F2-isoprostanos, malondialdehido (MDA) y

sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico [Lasségue y Griendling, 2004].

1.5.2.3.1.1 Las fuentes de ERO en la pared vascular

Las ERO tienen relevancia debido a su participacion en la mayoria de las rutas de
sefializacion intracelular implicadas en el remodelado vascular, los cambios en la
reactividad a agentes vasoconstrictores, la hipertrofia de células de la pared del vaso y la
inflamacién croénica asociada a patologias como la hipertension. Las ERO son producidas
como intermediarios de las reacciones de reduccion-oxidacion formando H,O y O, . La
secuencia de la reduccidn univalente de ERO generadas en las células vasculares, el O, y el
H.0O, son las mas importantes. En los sistemas bioldgicos, el O, es de vida media corta y
tras su reduccion rapida forma H,O, por la accion de la enzima SOD, de la cual han sido
caracterizadas 3 isoformas en mamiferos: cobre/zinc SOD, SOD mitocondrial y SOD
extracelular [Gao y Lee., 2001]. ElI H,0, tiene una vida media més larga que el O,. es

relativamente estable y es facilmente difusible entre las células. La distintas propiedades
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quimicas entre O, y H,0, y sus diferentes sitios de distribucion sugieren que las distintas
especies de ERO activan diversas vias de sefiales, las cuales modulan respuestas bioldgicas.
Todos los tipos de células vasculares producen ERO, incluyendo las endoteliales, CMLV,
los fibroblastos, la adventicia, los adipocitos perivasculares y las células fagociticas
(neutrdfilos, eosindfilos, monocitos y macrdfagos). Estas ERO pueden ser formadas por
varias enzimas, incluyendo la xantina éxido-reductasa, la eNOS, las enzimas respiratorias
mitocondriales y la NAD(P)H oxidasa. De estas enzimas las mitocondriales y la NAD(P)H
oxidasa parecen ser particularmente importantes en la HAS [Garcia y cols., 2009] (Figura
12).

Respuesta celular de ERO

CE activada
I Relajacion empeorada
0,7 — H,0, Angiogénesis
NAD(P)H ox —_—
X0 -~ Apoptosis
Flujo sanguineo eNOS Adhesién monocitos
TNF-u, Ang Il J__,,.-—-’
IL-1p
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Figura 12. Modulacion de la funcién celular por las ERO durante la
hipertension. Diversos estimulos extracelulares producen ROS que activan las
células vasculares, alterando la funcién celular. Estos cambios en el fenotipo
contribuyen al inicio y progreso de enfermedades cardiovasculares. Ang II:
angiotensina Il; CE: células endoteliales; CML: célula muscular lisa; eNOS: 6xido
nitrico sintasa endotelial; IL-1pB: interleuquina-1B; NAD(P)H ox: nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato oxidasa; TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; VEGF:
factor de crecimiento endotelial vascular; XO: xantina oxidasa.

La NAD(P)H oxidasa vascular es una enzima constitutiva su activacion es regulado por
hormonas, cambios metabdlicos locales y cambios hemodinamicos. La NAD(P)H oxidasa

vascular es sensible a:1) Agonistas de los receptores acoplados a proteinas G como Ang I,

47



ET-1, 5-HT, trombina, bradicinina y agonistas a-adrenérgicos; 2) factores de crecimiento
como el factor de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas y el factor de crecimiento transformante B; 3) citoquinas como el factor de
necrosis tumoral o, interleucina-1 y el factor de agregacion plaquetaria; 4) fuerzas
mecanicas como el estiramiento ciclico o el aumento de las fuerzas de rozamiento; 5)
isquemia-reperfusion; 6) factores metabdlicos como la hiperglucemia, la hiperinsulinemia y

los &cidos grasos libres.

La NAD(P)H oxidasa es la primera fuente de O, en la vasculatura y es funcionalmente
activa en todas las capas de la pared vascular: en el endotelio, la capa media y la adventicia.
LaNAD(P)H oxidasa se expresa esta formada por diversas subunidades, en las células
endoteliales y adventicias estan presentes las subunidades p47phox, p67phox, p22phox y
gp21lphox. La situacion es mas compleja en células MLV, donde las subunidades p47phox
y p22phox parecen expresarse constantemente [Augusto y cols., 2011].

1.5.2.3.1.1.1 NAD(P)H oxidasa y su relacion con la hipertension arterial

A nivel molecular, numerosos factores han sido implicados en la fisiopatologia de la HA,
entre ellos la activacion del SRAA, la inflamacion, el receptor de sefiales acoplado a la
proteina G y la disfuncidn endotelial, comun a estos factores encontramos es el EO, que
causa produccion excesiva de ERO a nivel vascular generando una disminucion de la
biodisponibilidad de NO y una reduccién de la capacidad antioxidante. En el sistema
vascular las ERO tienen un papel fisioldgico en el control de la funcion endotelial y el tono
vascular, y un rol fisiopatologico relevante en la inflamacién, la hipertrofia, la
proliferacion, la apoptosis, la migracién, la fibrosis y la angiogénesis; factores que
participan en la remodelacion vascular y la disfuncion endotelial asociadas a la HAS. En
este sentido se ha reportado en pacientes hipertensos un aumento de la produccion de ERO
asi como en modelos animales hipertensos inducida por angiotensina Il o aldosterona, o
hipertension inducida genéticamente, por ejemplo, ratas espontdneamente hipertensas
(SHR) [Paravicini y cols., 2004].
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Dentro de las fuente molecular generadoras de ERO la NAD(P)H oxidasas es la fuente mas
importante de ERO en las arterias de resistencia y arterias de conduccion. Existen 3
isoformas de la NAD(P)H oxidasa (NOXS) que se expresan en la vasculatura de roedor,
NOX1, NOX2, NOX4. Ademaés se ha reportado que la NAD(P)H oxidasa participa en
patologias como lahipertension, se ha reportado un incremento de la subunidad p47phox y

p22phox en ratas hipertensas inducidas por Ang Il [Paravicini T.M y Touyz RM., 2006].

Por otra parte, se ha reportado que en ratas SHR hay un incremente de O, generados por un
incremento de la actividad de la NOX1 y NOX2 isoformas de la NAD(P)H oxidasa en
aortas, mientras que la expresion de la proteina NOX4, no se expresa de manera
significativa. Ademas, la alteracion de la relajacion inducida por ACh de aortas de ratas
SHR se mejoré significativamente por VAS2870, un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa. Lo
que indicaria que la NOX1 y NOX2 pero no la Nox4 participan durante la hipertension. Es
importante destacar que estas isoformas de NOX, en particular, la expresion ectopica de
NOX1 en las células endoteliales, parece estar afectada su funcion vascular de una manera
reversible a la NAD(P)H oxidasa, por lo tanto la NAD(P)H oxidasas puede ser una nueva
diana para el tratamiento de la HAS [Paravicini T.M y Touyz R.M, 2008].

1.6 Etiologia de la hipertension arterial

Los factores de riesgo para la aparicion de hipertension arterial son la edad, una alta ingesta
de sodio, dietas elevadas en grasas saturadas, el tabaquismo, estilo de vida sedentario, la
presencia de enfermedades crénicas como obesidad, diabetes, ademas se han asociado la
exposicion de metales pesados como el cadmio al incremento de la presion arterial [Navas
y cols., 2005: Satarung y Moore., 2004] (Tabla 2).
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1. Obesidad.
2. Resistencia a la insulina.
3. Ingesta elevada de alcohol.
. Ingesta elevada de sal en pacientes sensibles a la sal.

. Edad y Sexo.

4
3)

6. Sedentarismo.
7. Estrés.

8. Ingesta baja de potasio.
9. Ingesta baja de calcio.
10. Metales pesados

Tabla 2. Factores hipertensinogénicos

1.6.1 Cadmio como factor de riesgo en la hipertension arterial

La liberacién de cadmio al medio ambiente se produce a través de la fundicion de otros
metales, la quema de combustibles fésiles y materiales de desecho y el uso de fertilizantes
con fosfato (IPCS, 1992). La alta concentracion de cadmio en el suelo y el suministro de
agua es uno de los factores indicativos de su contenido en carne, pescado, vegetales, frutas
y tabaco (Horiguchi et al., 2004, Satarug y Moore, 2004). Se ha evidenciado que la
exposicién cronica de cadmio genera efectos tdxicos, como disfuncion renal (Cai et al.,
2001), toxicidad hepatica (Horiguchi et al., 2000), osteoporosis (Kazantzis, 2004), cancer
de pulmon, rifion y pancreas (Waisberg et al., 2003). Ademas también se ha reportado que
el cadmio genera dafios en el corazon y los vasos sanguineos causando enfermedades
cardiovasculares como hipertensién (Varoni y cols., 2003); efecto que ha sido observado en
humanos y en modelos animales. [Everett y cols., 2008; Swaddiwudhipong y cols., 2010;
Navas-Acien y cols., 2005b; Satarug y Moore, 2004].

De acuerdo a la agencia estadounidense para el Registro de sustancias toxicas y
enfermedades, entre los metales mas peligrosos se encuentran el plomo, el mercurio, el
arsénico y el cadmio; este ultimo ocupa el lugar nimero 6 de la lista presentada por esta
agencia. La comida y los cigarrillos son las principales fuentes de exposicion al cadmio en
la poblacion general. Debido a los efectos toxicos potenciales del cadmio, en el 2009 la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria establecio una ingestion semanal tolerable en
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los alimentos de 2.5 pg por kg de peso corporal. Al afio siguiente, el Comité Mixto de la
Organizacién de Agricultura y Comida de Estados Unidos (FAO), la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA)
determinaron un insumo mensual tolerable provisional en los alimentos de 25 pg por kg de

peso corporal.

Las manifestaciones clinicas por intoxicacion por cadmio, se clasifican de acuerdo con el
tiempo de exposicion en agudas y crénicas. La clinica de las intoxicaciones por cadmio es
variable y sus efectos en la salud dependen de la dosis, la duracién y el tipo de exposicion,
la presencia de otras sustancias quimicas, asi como de las caracteristicas y estilo de vida de
la persona. En la poblacion en general el cadmio ha sido marcado como responsable de
inducir ateroesclerosis, incremento de eventos coronarios agudos y el incremento en la
presion sistolica y diastolica. Por otra parte, en adolescentes, los resultados solo muestran
una asociacién positiva pero no significante entre los niveles sanguineos de cadmio y
algunos factores de riesgo cardio-metabdlico como niveles de glucosa, triglicéridos

colesterol LDL, enzimas hepaticas y presion diastolica.

Las evidencias clinicas y experimentales indican que el EO favorecido por cadmio es el
responsable de su efecto tdxico en las células. EI EO produce de manera eficiente la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad y por consiguiente aterosclerosis,
principalmente en la aorta. Sin embargo, los mecanismos por los cuales el cadmio genera

dafio vascular no se han dilucidado del todo.

Se ha reportado en humanos con exposicion a cadmio una asociacién entre los factores de
riesgo cardio-metabolico. Los factores de riesgo cardio-metabolicos que han reportado
aumentados son glucosa, triglicéridos, colesterol, LDL, enzimas hepaticas ademas de un
aumento de la presion arterial, factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis (la
base de la mayoria de las enfermedades cardiovasculares. Por otra parte también se ha
correlacionado los niveles de cadmio en sangre y orina en sujetos por exposicién ambiental
o por alto indice tabaquismo a hipertension HAS [Plaza y cols., 1999]. Por lo tanto la

exposicion a cadmio en humanos se ha asociado a un aumento en la prevalencia de
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enfermedades cardiovasculares como la arteriopatias periféricas, insuficiencia cardiaca,
infarto de miocardio, hipertension y alteraciones aterogénicas. En un estudio realizado por
Shutte en 2009, en personas que residen en areas con altas y bajas concentraciones de
cadmio mostraron problemas femorales, las cuales fueron correlacionadas con altos niveles
de cadmio en orina. Ademas, otros estudios poblacionales de enfermedades
cardiovasculares como hipertension, coronopatias, infarto de miocardio y aterosclerosis se
encontrd altas concentraciones séricas de cadmio en orina y el cuero cabelludo. En este
mismo sentido estudios en pacientes con hipertension por exposicion a cadmio se han
correlacionado los incrementos de presion con el incremento de marcadores de
lipoperoxidacion y una disminucion de enzimas antioxidantes como la catalasa, glutation
peroxidasa. Por lo tanto, sé ha propuesto que el cadmio es un factor de riego para la HAS.
Sin embargo, los mecanismos bioldgicos exactos que vinculan la exposicion al cadmio y la

hipertension a un no ha sido elucidados.

Il ANTECEDENTES

2.1 Cadmio y su asociacion a la hipertension arterial sistémica

Estudios poblacionales han demostrado que la exposicién de cadmio ambiental o por alto
indice de tabaquismo provoca el desarrollo de hipertension arterial. El incremento de la
presion arterial han sido correlacionados con el incremento de las concentraciones de
cadmio a nivel sérico, en orina y en cuero cabelludo de las personas expuestas a este metal
[Kuliczkowsk y cols., 2004] [Navas-Acien y cols., 2005; Bhatnagar y cols., 2006]. También
se ha demostrado la asociacion positiva entre los niveles sanguineos de cadmio y un
incremento de los factores de riesgo cardio-metabdlico. Los factores de riesgo cardio-
metabolico reportados son un incremento sérico de glucosa, triglicéridos y colesterol,
oxidacion de LDL, metabolitos de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis, la cual forma
parte de la mayoria de las enfermedades cardiovasculares [Messner y cols., 2009; Brambila
y cols., 2011].

Tras la busqueda del mecanismo por el cual el cadmio induce hipertension se han estudiado
en diferentes modelos animales con hipertension en los cuales se han utilizado diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion a este metal.
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2.2 Efectos del cadmio en la pared vascular

El endotelio vascular es un blanco para la toxicidad del cadmio e induce complicaciones
cardiovasculares. Abu-Hayyeh y cols., en un estudio poblacional de sujetos fumadores
observaron la exitencia de la acumulacion de cadmio en las tres capas de la pared aortica
(intima, media, adventicia), las concentraciones de cadmio en la capa media fue de 20 uM
(en comparacién con la concentracion séricas de cadmio en un rango nanomolar); este
estudio, demostrd por primera vez que aparte del higado, el rifion y los testiculos, también

la pared vascular es un blanco para la deposicion de cadmio [Abu-Hayyeh y cols., 2001].

Sin embargo, no esta clara la via de absorcion del cadmio en la pared vascular hasta ahora;
se ha reportado varios canales iénicos y transportadores, los cuales son capaces de
transportar el cadmio a través de la membrana. En las células endoteliales se expresan
transportadores para el cadmio, los ZIP 8 y el transportador 1 de metales divalentes
(DMT1), [Erfurt y cols., 2003; Abouhamed y cols., 2007; Wolff y cols., 2008] mecanismos
relevantes de la captacién de cadmio por las células endoteliales [Carraway Yy cols., 2006;
Gosselet y cols., 2009]. Ademas, de la absorcion directa del cadmio por las células
endoteliales de la pared vascular, el metal también puede ser captado por células del
sistema inmunoldgico, y entrar al vaso por infiltracibn a través de los
monocitos/macréfagos generando de esta manera la liberacion directa del cadmio en la

pared vascular [Abu-Hayyeh y cols., 2001].

Otra ruta de acceso del cadmio a la capa media del vaso es a través de la interrupcion de las
uniones cadherina-cadherina de las células endoteliales, lo que permite una difusion del
cadmio del torrente sanguineo hacia la capa media, proceso por el cual el cadmio favorece
la muerte celular. Por lo anterior descrito, el cadmio genera dafios en las células
endoteliales dando lugar a la acumulacion de este metal en las CMLV. Estudios in vivo e in
vitro de células endoteliales se han reportado que el cadmio genera perdida de la integridad
de la barrera endotelial por la disrupcion de las uniones célula-célula endotelial, causando
la muerte celular [Prozialeck y cols., 2006; Messner y cols., 2009]. Este dafio favoreceria el
aumento de la infiltracién de células inmune al endotelio, que permitiria el incremento en la

permeaciodn y acumulacién de lipidos en la pared de los vasos factores que favorecen el
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desarrollo de la aterosclerosis, dando lugar a modificacion de los perfiles lipidicos,
mediante la oxidacion de lipidos para la formacion de células espumosas y la muerte celular
provocada por el aumento de depositos de lipidos en la pared de los vasos, [Messner y
cols., 2009] ademas de modificaciones en los perfiles lipidicos hacia un estado aterogenico
caracterizado por una disminucion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), liporproteinas
de muy baja densidad (VLDL) y liporoteinas de alta densidad (HDL) [Messner y cols.,
2009]. Este dafio ha sido evidenciado en estudios en animales tratados con cadmio, donde
se han evidenciado que la exposicion de cadmio genera dafios en el corazén y en la pared
vascular [Subramanyam y cols., 1992; Messner y cols., 2009], provocando dafio endotelial,
dafio en las células del MLV ademas de favorecer la formacion de trombos en la matriz
extracelular promoviendo de esta manera la iniciacion y progresion de la aterosclerosis e

hipertension [Eum y cols., 2008; Tellez-Plaza y cols., 2008].

2.3 Estrés oxidativo generado por cadmio

Estudios en mamiferos han demostrado que el cadmio estimula la formacién de ERO, a
través del aumento de la produccion de radicales O, H,O, e OH favoreciendo el EO. El
aumento de ERO generado por cadmio genera lipoperoxidacion, dafio en el ADN,
oxidacion de las proteinas, alteracion de la homeostasis del calcio y alteraciones en la
defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica. Estos procesos de dafio celular pueden
conllevar a generar el desarrollo y la progresion de diversas patologias como: diabetes,

osteoporosis, leucemia, cancer e hipertension.

El desequilibrio en el balance redox generado por cadmio favorece la presencia de agentes
oxidantes y disminuye los antioxidantes, y en consecuencia provoca un incremento en el
EO. El grado de EO que induce el cadmio depende de la concentracion, tiempo y tipo de
exposicion. EIl incremento del EO podria deberse a los siguientes eventos: un
desplazamiento de metales redox activos, disminucion de atrapadores de radicales libres
(escavenger), inhibiciébn de enzimas antioxidantes (catalasa, superoxido dismutasa,
glutation peroxidasa, glutation reductasa) e inhibicion de la cadena transportadora de
electrones [Ambily y cols., 2013].
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Informes previos sugieren que el cadmio puede causar un incremento de las ERO a traves
de alteraciones en la defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica [Pathak y
Khandelwal, 2007]. ElI mecanismo propuesto es la union del cadmio a grupos sulfidrilos de
las proteinas dando lugar a un agotamiento de biomoléculas que contienen este grupo

funcional

Ademas, el cadmio disminuye los sistemas de defensa antioxidante de las células al reducir
los niveles de glutation (GSH), asi como, interferir con algunos metales esenciales y
necesarios para la actividad de enzimas antioxidantes como la Cu/Zn-SOD o Mn-SOD. La
produccion de ERO también puede estar asociada con la toxicidad del cadmio al aumentar
la formacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (MDA y 4-HDA) [Zuster-
Ciesielska, y cols., 2000]. Asi mismo, se ha demostrado que el cadmio disminuye las
principales enzimas depuradoras del O, intracelulares (SOD, peroxidasa y catalasa) en

ratas a diferentes dosis y administraciones de cadmio [Hussain y col., 1987].

Por otra parte, el cadmio también puede aumentar el EO debido a que puede remplazar al
Fe?* (un metal con actividad redox), en las células, e inducir la reaccién de Fenton
favoreciendo la formacion de radicales hidroxilo dando lugar al proceso de
lipoperoxidacion. La lipoperoxidacion es una de las principales manifestaciones del dafio
oxidativo y se ha indicado que desempefia un papel importante en la toxicidad de muchos
xenobidticos inclusive el cadmio. Evidencias se ha reportado que la intoxicacién cronica
con cadmio causa lipoperoxidacion en numerosos tejidos tanto in vivo como in vitro
[Ognjanovi y cols., 2003; Rikans y Yamano, 2000; Tandon y cols., 2003], al generar un
incremento de radicales ‘OH, O, y H,0, (O'brien y Salasinski, 1998), e inducir el
agotamiento del GSH celular [Obianime y Roberts, 2009; Samarghandian y cols., 2015].

El cadmio también pueden unirse a grupos sulfhidrilo (-SH) y afectar numerosas enzimas
alterando procesos metabolicos, incluyendo el metabolismo lipidico [Houston y cols., 2007
32]. Se ha reportado que el cadmio modifica la actividad de la HMG-CoA reductasa, reduce
la expresion del gen del receptor de LDL, favoreciendo los niveles plasmaticos de

colesterol y el desarrollo de células espumosas [Esterbauer y cols., 1992]. Estos datos
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sugieren que la exposicion de cadmio podria inducir un aumento de la placa aterosclerdtica,

favoreciendo la disfuncion endotelial.

Por lo tanto, el EO inducido por cadmio podria ser una de las razones de los efectos
cardiovasculares, ya que la modificacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por el
dafio oxidativo, evento clave en el desarrollo de aterosclerosis y oxidacion de LDL que
promueven las lesiones aterosclerdticas. En un modelo experimental de ratas Buffalo
macho que recibieron 50 0 200 ppm de cadmio en el agua de bebida mostraron un aumento
en los peroxidos de lipidos y GSH. También aumentd la presion arterial y disminucion de
la respuesta vascular a agentes vasoactivos. Donpunha y cols., demostraron la presencia de
EO en la hipertension inducida por cadmio y la disfuncién vascular, cuando se suministrd
una dosis subcronica de Cd (100 mg CdCl,/L en agua de bebida) a ratones ICR macho
durante 8 semanas. El dafio oxidativo se alivid mediante la suplementacion con &cido
ascorbico (50 o 100 mg / kg de peso corporal), posiblemente al suprimir la formacién de
ERO y mantener la acumulacion de GSH y, por lo tanto, el equilibrio redox. Las bajas
concentraciones de ZnCl, (10 uM) también podrian inhibir significativamente la
produccién de ERO inducida por cadmio y la apoptosis causada por la exposicién de

celulas endoteliales bovinas, a CdCI; 0.1-100 uM durante 24 h.

En este mismo sentido pero en un modelo de rata, la administracion cronica de cadmio (15
ppm por 2 meses), encontraron un incremento de MDA indicador de la presencia de
lipoperoxidacion, la cual fue asociada a un incremento del EO generada por este metal. El
proceso de la lipoperoxidacion ha sido asociado a dafio vascular. En este sentido estudios
clinicos han asociado a la aterosclerosis con la presencia de lipoperoxidacion y un aumento
y/o disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes [Fabbi y cols., 2004; Ognjanovic
y cols., 2008; Sinha y cols., 2008]. Datos que han sido evidenciados en este mismo
modelo al observar un aumento en la actividad enzimatica de la SOD, la GPx y CAT,
primera linea de defensa en contra de los radicales O,y H,0,. Y correlacionados ademas
por un incremento del ARNm sugiriendo una modulacién post-transcripcional y post-

traduccional por el cadmio [Skoczynska y Stojek, 2005].

56



2.4 Disfuncion endotelial generada por cadmio
Evidencias en modelos animales han reportado que la acumulacion de cadmio en la pared
vascular; genera dafio endotelial el cual podria ser un proceso importante para el desarrollo

de la hipertensién arterial inducida por cadmio.

En un estudio in vitro se ha observado que la exposicion de células endoteliales a cadmio
(15 mM) genera un incremento en la permeabilidad, inhibicion en la proliferacién e induce
muerte celular [Messner y cols., 2009]. Ademas Yoopan y cols., 2008 demostraron que la
exposicion cronica a cadmio (50-1000 ppm) induce disfuncion endotelial caracterizada por
la disminucion de la respuesta relajante a ACh en anillos adrticos. Este efecto, no modificd
la via de sefializacion del NO, ya que la respuesta a nitroprusiato de sodio un donador de
NO, no modifica la respuesta a ACh. En este mismo sentido en ratas hipertensas, el dafio
endotelial inducido por cadmio (1 mg/kg/15dias) se ha asociado con un aumento del EO.
Este hecho es de gran relevancia ya que el EO produce oxidacién de manera eficiente de
lipoproteinas de baja densidad y en consecuencia aterosclerosis. También se ha reportado
en un estudio in vitro de anillos de aorta de rata con administracién aguda (2 mg/kg/im/8
hr) de cadmio, presentan una hiperrespuesta al agonista adrenérgico fenilefrina. El
incremento en la respuesta contractil es abatido por la incubacion de SOD y apocinina
(Apo). Por lo tanto se ha propuesto que el cadmio induce hipertensién en ratas, por un
incremento en el EO y a una supresion de la expresion de la eNOS en vasos sanguineos,

dafando la vasorelajacion inducida por ACh [Donpunha y cols., 2011].

En este mismo sentido pero en un modelo animal, la administracion cronica de cadmio a
una concentracién de 100 mg/kg, se observa en los anillos de aorta de los animales tratados
con cadmio presentan un incremento en la respuesta contractil a fenilefrina, ademas la
administracion de Apo un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa revierte el efecto. Este
resultado se correlaciond con el incremento de la expresion de la proteina gp®P"

subunidad de la NAD(P)H oxidasa [Almenara y cols., 2013].

Datos similares son reportados en un modelo de ratones ApoE-/- un modelo de raton

deficiente en apolipoproteina E, un modelo traslacional para el estudio de la aterosclerosis
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donde la administracion de cadmio (100 mg/L) durante 28 dias se evidencio una reduccion
de la biodisponibilidad de NO en anillos aislados de aorta, lo que se correlacion6 con el
aumento del EO encontrado después de la exposicion a cadmio. Por otro lado, se demostro
una sobreexpresion de eNOS en anillos de ratas tratadas con cadmio mecanismo
compensatorio en respuesta al aumento de ROS lo que conllevaria a disminuir la
biodisponibilidad del NO [Almenara y cols., 2013].

En este mismo sentido, se ha reportado que en patologias como la aterosclerosis, infarto al
miocardio, cardiopatia coronaria e hipertension, una menor biodisponibilidad del NO, la
cual se ha asociado a un aumento del EO [Wolf y cols., 2017; Harja y cols., 2008]. Se ha
propuesto que el NO al interactuar con el anién superéxido genera peroxinitrito dando lugar
asi a una disminucion de la biodisponibilidad del NO y por lo tanto des favorecer la
relajacion del MLV. El aumento de la produccion de peroxinitrito, puede inducir la
iniciacion y sostenimiento del desarrollo de la oxidacién lipidica, especialmente LDL, lo
que resulta en la formacién de células espumosas y de esta manera promover la

aterosclerosis [Trostchansky y cols., 2001].

2.5 Participacion de agentes vasoconstrictores durante la hipertension arterial
generada por cadmio

Los mecanismos por el cual el cadmio genera un aumento de la presion arterial a un estan
en estudio; sin embargo, se sabe que los cambios en la funcionalidad y/o expresion de los
receptor vasculares y la vasoconstriccion tienen un papel importantes en el desarrollo de la

hipertension.

Se ha reportado una hiperrespuesta a agentes contractiles en las células del MLV durante la
hipertension. Angeli, J.K y cols.,, 2013 en un modelo in vitro, encontraron que la
incubacion de anillos de aorta con 10 um de cadmio induce un incremento de la respuesta
contrdctil a fenilefrina. Este resultado fue asociado a una alteracion de la funcién endotelial
posiblemente como resultado de la reduccion de la viabilidad del NO por un incremento en
las ERO. En este mismo modelo observaron la reversion del incremento de la respuesta

contractil a fenilefrina en presencia de SOD y Apo. Datos que evidencian que durante la
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exposicion aguda a cadmio genera en arterias de conductancia disfuncion endotelial
mediante el aumento de la respuesta contractil a fenilefrina, por un aumento de la actividad
de la NAD(P)H oxidasa lo que daria lugar a plantear que el incremento de los radicales
superéxido generados por las NAD(P)H oxidasa provoca que disminuya la
biodisponibilidad de NO a nivel vascular caracteristico de la presencia de disfuncion

endotelial generada por este metal.

En este sentido pero en un modelo animal con exposicion crénica de cadmio (100 mg/L de
cadmio) a un tiempo de exposicion de 4 semanas, observaron que el cadmio induce un
incremento en la presion arterial sistolica. El incremento de la presion arterial sistdlica lo
asocian con la presencia de disfuncién endotelial generada por este metal, este dato lo
evidencian a traves de la realizacion de ensayos de reactividad vascular en anillos de aorta
donde observaron que el cadmio genera esta disfuncién endotelial, a través de un aumento
de la respuesta contréctil a fenilefrina y a una disminucion del efecto relajante a ACh. La
disfuncion endotelial generada por cadmio se asocié con un incremento del EO inducido
por la NAD(P)H oxidasa que favorece la produccidn de aniones su perdxidos dando lugar a
una menor biodisponibilidad de NO este mecanismo propuesto lo evidenciaron al observar
un incremento de la expresion de la NAD(P)H oxidasa en aorta de ratas con hipertension
inducida por cadmio [Almera y cols. 2013].
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I11. JUSTIFICACION

Estudios epidemiologicos ha demostrado que la exposicion a cadmio es un factor de riesgo
para inducir ECV (Garner y Levallois., 2017; Grau-Perez y cols., 2017; Wu y cols., 2018),
entre las cuales se encuentra la hipertension arterial sistémica (Messner B. y Bernhard D.,
2010; Tellez-Plaza y cols., 2012; Cosselman y cols., 2015; Franceschini y cols., 2017,
Garner y Levallois., 2017). Ademas, también se ha demostrado una asociacion positiva
entre los niveles sanguineos de cadmio y el incremento de algunos factores de riesgo
cardio-metabolico como la glucosa, triglicéridos, colesterol, oxidacion de LDL, dando lugar
a aterosclerosis [Messner y cols., 2009; Brambila y cols., 2011, Trevifio y cols., 2015;
Sarmiento V. y cols., 2017].

Tras la basqueda del mecanismo por el cual el cadmio induce hipertension, se han
estudiado diversas concentraciones y tiempos de exposicion. La administracion de cadmio
en rata (120 mg/i.v) se observo un aumento del EO (Gilson y cols., 2015). En este mismo
sentido la administracion intravenosa de 0.1, 0.32, 1.0 mg/kg produjo una respuesta
hipertensiva dependiente de la dosis. El efecto hipertensivo maximo se observo dentro de
los 15 minutos posteriores a la administracion de cadmio. Esta respuesta disminuy6
gradualmente durante el periodo de observacion de 1 h. La dosis més baja de cadmio (0.1
mg/kg i.v.) no genero cambios en las concentraciones de MDA en suero. Sin embargo, las
dosis medias (0.32 mg/kg i.v.) y altas (1.0 mg/kg i.v.) elevaron significativamente los
niveles séricos de MDA (Puri y cols., 2003). Desafortunadamente Ozturk y cols., 2009
observaron que la administracién aguda de cadmio 15 mg de Cd*?/kg (2 dias) no genera
cambios en el sistema hemodinamico del sistema cardiovascular, ni cambios en la actividad
de enzimas antioxidantes generando la incertidumbre sobre los resultados con los modelos

de intoxicacion aguda.

En modelos de exposicion crénica a cadmio los resultados son mas coincidentes. Yoopan y
cols., 2006 reportaron que la administracion por 3 meses de cadmio (50 ppm) en el agua de
bebida aumentd la presion arterial en aproximadamente un 20-30%. Por otra parte la
exposicion cronica de cadmio (100 mg/L de cadmio) en un modelo de ratén y rata a un
tiempo de exposicion de 4 semanas, el cadmio induce un incremento en la presion arterial

sistblica, disfuncion endotelial y un incremento del EO inducido por la NAD(P)H oxidasa
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(Almenara y cols., 2013; Kukongviriyapan y cols., 2004). También se ha observado que la
administracion cronica de cadmio (2/kg/dia) por 60 dias observaron un aumento en el
volumen sistdlico, gasto cardiaco y de la actividad de las enzimas antioxidantes (Ozturk y
cols., 2009).

Varias evidencias indican que el endotelio vascular puede ser uno de los objetivos
principales de toxicidad por cadmio. Abu-Hayyeh y cols., 2001 encontraron en un estudio
poblacional de sujetos fumadores la acumulacion de cadmio en las tres capas de la pared
adrtica (intima, media, adventicia). También se ha observado que el cadmio promueve la
proliferacion de células vasculares del mdsculo liso y aumenta la produccion de
componentes de la matriz extracelular que aumentan la rigidez de los vasos sanguineos
(Abraham vy cols., 2000; Fujiwara y cols., 1998; Jeong Yy cols., 2000; Kaji, 2004). También
se ha propuesto que el cadmio disminuye la disponibilidad funcional del NO, muy
probablemente a través de mecanismos directos o indirectos que involucran EO (Bilgen y
cols., 2003; Kishimoto y cols., 1994; Skoczynska y Martynowicz, 2005; Vaziri, 2002).

Con respecto a los estudios de reactividad vascular Jhuli y cols., 2013 encontraron que la
incubacion de anillos de aorta con 10 um de cadmio induce un incremento de la respuesta
contractil a fenilefrina. Este resultado fue asociado a una alteracion de la funcion endotelial
posiblemente como resultado de la reduccidon de la viabilidad del NO por un incremento en
las ERO. Estudios en tejidos aislados han mostrado que la exposicion crénica a cadmio
disminuye la respuesta de relajacién a acetilcolina en anillos adrticos de rata, pero sin
alterar la respuesta a nitroprusiato de sodio, lo que implica una disfuncion endotelial por la
exposicion al xenobiotico (Yoopan y cols., 2008). Varios autores han demostrado que la
disfuncion endotelial inducida por cadmio probablemente se debe a un desbalance en el EO
en el sistema cardiovascular que contribuye al incremento del tono de la pared vascular
(Donpunha y cols., 2011; Tzotzes y cols., 2007; Angely y cols., 2013). Datos similares son
reportados en un modelo de ratones ApoE -/- un modelo de ratdon deficiente en
apolipoproteina E, un modelo traslacional para el estudio de la aterosclerosis donde la
administracion de cadmio (100 mg/L) durante 28 dias se evidencié una reduccién de la
biodisponibilidad de NO en anillos aislados de aorta, lo que se correlacion6 con el aumento
del EO encontrado después de la exposicion a cadmio (Oliveira y cols., 2019). Por otra

parte Almera y cols., 2013 mostraron que la exposicion cronica de cadmio (100 mg/L de
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cadmio) a un tiempo de exposicion de 4 semanas, el cadmio induce un incremento en la
presion arterial sistolica. El incremento de la presion arterial sistolica se asocio con la
presencia de disfuncion endotelial a través de un aumento de la respuesta contractil a

fenilefrina y a una disminucién del efecto relajante a ACh.

Los datos reportados hasta el momento vincula que el incremento del EO es el responsable
de la presencia de disfuncion endotelial y que este es el mecanismo por el cual el cadmio
genera HAS. Se conoce que la NADPH oxidasa es la fuente principal de EO en el sistema
cardiovascular y como se ha mencionado anteriormente ha asociado a patologias
cardiovasculares como hipertension pulmonar e hipertension arterial sistémica (Lopez y
cols., 2001; Paravicini y cols., 2008). En este sentido diversos modelos de hipertensién
inducida por cadmio han observado que este metal genera disfuncion endotelial
caracterizada por una disminucion de la relajacion evocada por acetilcolina y un aumento
de la respuesta contractil a fenilefrina, por un aumento de la actividad de la NAD(P)H
oxidasa lo que daria lugar a plantear que el incremento de los radicales superdxido
generados por las NAD(P)H oxidasa provoca que disminuya la biodisponibilidad de NO a
nivel vascular caracteristico de la presencia de disfuncion endotelial generada por este
metal. Ademas se ha observado que la incubacién de anillo adrticos con APO un inhibidor
de la NAD(P)H oxidasa mejora la disfuncion endotelial a través de una recuperacion en la
relajacion evocada por acetilcolina y una disminucién en el incremento de la respuesta
contractil a fenilefrina (Tzotzes y cols., 2007; Donpunha y cols., 2011; Jhuli y cols., 2013;
Almeray cols., 2013).

Chukwuemeka y cols., 2013 evaluaron el efecto protector de la Apo en la hipertensién
inducida por cadmio, usando un modelo de rata al cual administraron 50 y 100 mg/Kg de
peso de apocinina y 100 ppm de CdCl, en su agua de bebida, respectivamente, durante 8
semanas, observaron que la APO fue eficaz en la reduccion de la presion arterial inducida
por este metal. Este trabajo es el Unico que ha intentado evaluar el efecto beneficioso de la
APO en animales con intoxicacion crénica de cadmio. Desafortunadamente el modelo

presenta algunos inconvenientes para definir conclusiones. La primera es que los animales
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no presentaron un aumento sostenido de presion arterial con el cadmio y segundo que la

apocinina genera un efecto hipotensor en los controles.

Por lo anteriormente expuesto observamos que:

A) No hay un consenso sobre el incremento de la presion arterial inducida por cadmio
en modelos agudos y su vinculacion con la funcion endotelial.

B) No se ha evaluado la participacion en la funcion endotelial de agonistas contractiles
como la 5-HT y de Tromboxano A, que participan en la vasoconstriccion de la
pared vascular en otros modelos de hipertension.

C) No se ha evaluado ampliamente el efecto beneficioso de la Apocinina sobre la

hipertension inducida por la exposicion cronica de cadmio.

Por lo anteriormente expuesto decidimos disefiar protocolos experimentales que colaboren

con las respuestas cientificas de las preguntas mencionadas.

A) Evaluar la funcion endotelial y los posibles cambios en la presién arterial sistémica
en dos modelos de intoxicacién por cadmio.

B) Evaluar el efecto vasocontractil de la 5-HT y de un analogo del Tromboxano A,,
gue nos permita evaluar su participacion en la funcién endotelial en los dos modelos
de intoxicacion por cadmio.

C) Evaluar el tratamiento con apocinina en la funcién endotelial y la hipertension

arterial de ratas con intoxicacion crénica de Cadmio.
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IV. HIPOTESIS

La NAD(P)H oxidasa participa en la induccion de la disfuncion endotelial de la pared

vascular de las ratas con hipertension arterial sistémica inducida por cadmio.

V. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Valorar la funcion endotelial de ratas con hipertension arterial inducida por cadmio en

presencia de un inhibidor de la NAD(P)H oxidasa.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la funcién endotelial de ratas con hipertensién arterial inducida por

cadmio a través de curvas dosis respuesta a ACh, fenilefrina, 5-HT y TXA,,

2. Evaluar el estrés oxidativo de la aorta de la pared vascular con hipertension

arterial inducida por cadmio.

3. Evaluar la funcion endotelial bajo la inhibicion de la NAD(P)H oxidasa de ratas

con hipertension arterial sistémica inducida por cadmio.
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VI. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho wistar de 2 meses de edad (200-250 g) proporcionadas por el
bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a
las normas institucionales para el trato ético de los animales de la Norma Oficial Mexicana:
NOM-062-Z00-1999. Los protocolos fueron aprobados por el CICUAL.

6.2 Modelos experimentales

6.2.1 Modelo agudo
Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en los siguientes grupos: grupo Cd?* al
cual se le administré via intraperitoneal 0.25 ppm de CICd, Ademas, también se incluyo el

grupo Ctrl al cual se le di6 agua ad libium.

6.2.2 Modelo crénico

Para otra serie de experimentos los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en los
siguientes grupos: grupo Cd** (40 ppm) y el grupo Cd** (80 ppm), a los cuales se les
administré CICd, en el agua de bebida durante 8 semanas en las concentraciones
respectivas. Ademas también se incluyé el grupo Ctrl al cual se le dié agua ad libitum.

6.2.3 Modelo administracién in vivo de Apo

Para otra serie de experimentos los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en los
siguientes grupos: el grupo Cd** (80 ppm) al cual se les administré CICd, en el agua de
bebida, el grupo Cd**-Apo (80 ppm) al cual se le administré CICd, en el agua de bebida
mas la administracion de apocinina via oral (50 mg/Kg) y el grupo Ctrl-Apo durante 8
semanas. Ademas también se incluyé el grupo CTRL al cual se le dié agua ad libitum.

A los animales del grupo Ctrl y grupos cadmio de los diferentes modelos experimentales se
les determin0 los siguientes parametros: para el modelo agudo se determiné peso, glucosa y
presion arterial antes y después de las 24 horas de la administracion de cadmio o vehiculo
previo a su sacrificio. Para el modelo cronico 4 y 8 semanas se determind también peso,

glucosa y presion arterial antes y al final de la exposicion de cadmio.
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6.3 Medicion de la presion arterial

La medicion de la presion arterial se llevd acabo por medio de pletismdgrafia, utilizando un
medidor de presion (Panlab LE5007). Las mediciones se realizaron para todos los grupos
experimentales. La medicion fue realizada en el animal consciente, y previamente
entrenado; se obtuvo el valor de presion arterial sistolica a partir del promedio de tres

registros consecutivos.

6.4 Estudios de reactividad vascular

6.4.1 Aislamiento de la aorta obtencion de anillos arteriales

Al final del seguimiento para cada grupo experimental los animales fueron anestesiados con
Ketamina (60 mg/Kg) y xilaxina (7 mg/ kg). Una vez anestesiadas se realiz6 una taracomia
anterior para realizar la extraccién de la aorta toracica; se procedié a limpiar el tejido

conectivo y se realizaron anillos de aorta de 2-3 mm de largo.

6.4.2 Medicion de presion de perfusion a través de la arteria mesentérica

Para la obtencion del tejido se realiz6 una incision a nivel abdominal del animal para
localizar la arteria mesentérica, posterior a esto se procedié a ligar la rama ileicolica y
cllica [McGregor, 1995]. Se realizd una incision en la rama principal del lecho y con un
punzo cat calibre 18 se canulo la arteria mesentérica. El lecho mesentérico aislado se
colocé en una camara de tejido aislado a 37 °C y se perfundié in situ con solucion Krebs
Henseleit a una velocidad de 2 ml/min a través de una bomba de perfusién (Masterflex

Cole Parmer).

6.5 Protocolos experimentales

6.5.1 Registro de tension isométrica

Los anillos arteriales se colocaron en las copas de Allhin, conteniendo solucion de Krebs-
Henseleit a 37°C y burbujeada con una mezcla carbogena (95% O, y 5% CO,). La
composicion de la solucidn fue la siguiente (mM/I): NaCl 118, KCI 4.75, NaHCO3 25,
MgSO, 1.2, CaCl, 2.0, KH2PO,4 1.2 y Glucosa 11. Se montaron los anillos de aorta entre
dos alambres de acero inoxidable con forma de L, uno de los cuales se fijo a la copa y el
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otro a un transductor isométrico. Los protocolos se realizaron en preparaciones
provenientes de todos los grupos experimentales. La respuesta contractil fue registrada
mediante un convertidor analdgico-digital (Powerlab) y se almacend en una computadora
empleando el software Lab chart 7.0. A los anillos se les aplicé una tensién basal de 2g. En
estas condiciones, las preparaciones fueron estabilizadas durante un periodo de 30 min

antes de iniciar cualquier protocolo experimental.

6.5.1.1 Curvas concentracion respuesta a acetilcolina en aorta

Se realizaron curvas de concentracion-respuesta acumulativa Acetilcolina (Ach) en todos
los grupos experimentales. Los protocolos se realizaron de la siguiente manera: después del
periodo de estabilizacion de los anillos arteriales en las copas de Allhin, las preparaciones
fueron pre-contraidas colocandolas en una cdmara a una concentracion de fenilefrina de
1x10® M y cuando se alcanzé el estado estacionario se procedi6 a realizar las curvas
concentracion-respuestas acumulativas de ACh en un rango de concentraciones de 1x107
M hasta 3x10™ M en presencia/ausencia de apocinina (300 umol/L). Los protocolos se

realizaron en preparaciones provenientes de todos los grupos experimentales.

6.5.1.2 Curvas concentracion respuesta a agonistas contractiles en aorta

Se realizaron curvas de concentracion-respuesta acumulativa fenilefrina, 5-HT y U46619
en todos los grupos experimentales. Los protocolos se realizaron de la siguiente manera:
después del periodo de estabilizacion de los anillos arteriales en las copas de Allhin, las
preparaciones fueron contraidas colocando en la camara una concentracion de KCI de 80
mM hasta que la tension desarrollada fuera la maxima y alcanzara un estado estable;
después fueron lavadas con solucién Krebs Henseleit y cuando alcanzaron su estabilidad se
procedido a realizar las curvas concentracion-respuestas a los agonistas contractiles
respectivos en un rango de concentraciones de 1x10° M hasta 3x10° M en
presencia/ausencia de Apo (300 umol/L). Estos protocolos fueron hechos en preparaciones
con el endotelio intacto. Los protocolos se realizaron en preparaciones provenientes de

todos los grupos experimentales.
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Figura 13. Sistema de registro para registro de contraccion isométrica de aorta. Se muestra el
sistema de registro de tension isométrica. A) copas de Allhin. B) Transductor isométrico

6.5.2 Registro de presion de perfusion en arteria mesentérica

6.5.2.1 Curvas concentracion respuesta a acetilcolina en arteria mesentérica

Los cambios en la resistencia vascular del lecho mesentérico fueron medidos como
modificaciones en la presion de perfusion y se registraron mediante un transductor de
presion (GOULD P23) acoplado a un amplificador DC T0O1. En todos los experimentos, la
preparacion se dejé equilibrar durante 30 minutos después de que fueron montadas las
preparaciones. Los protocolos fueron realizados de la siguiente manera: después del
periodo de estabilizacion del lecho mesentérico, las preparaciones fueron pre-contraidas
con una concentracion de concentracion de fenilefrina de 1x10® M y cuando se alcanz6 el
estado estacionario se procedio a realizar las curvas concentracion-respuestas acumulativas

de ACh en un rango de concentraciones de 1x10° M hasta 3x10° M en presencia/ausencia
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de Apo (300 umol/L). Estos protocolos fueron hechos en preparaciones con el endotelio
intacto. Los protocolos fueron realizados en preparaciones provenientes de todos los grupos

experimentales.

6.5.2.1 Curvas concentracion respuesta a agonistas contractiles

Se realizaron curvas concentracion-respuesta acumulativa fenilefrina y 5-HT en todos los
grupos experimentales. Los protocolos se realizaron de la siguiente manera: después del
periodo de estabilizacion de los lechos mesentéricos, las preparaciones fueron contraidas
colocando en la camara de tejido aislado una concentracion de KCI de 80 mM hasta que la
tension desarrollada fuera la méaxima y alcanzara un estado estable; después fueron lavadas
con solucion Krebs Henseleit y cuando alcanzaron su estabilidad se procedio a realizar las
curvas concentracidn-respuestas a los agonistas contractiles respectivos en un rango de
concentraciones de 1x10° M hasta 3x10™ M en presencia/ausencia de Apo (300 umol/L).
Estos protocolos fueron hechos en preparaciones con el endotelio intacto.

6.7 Parametros bioquimicos
6.7.1 Determinacion de marcadores de lipoperoxidacion

6.7.1.1 Ensayos de MDA y 4-HDA

El MDA y 4-HDA se midieron en aorta y lecho mesentérico, los ensayos fueron realizados
por el método de Esterbauer (1991). EI principio del método fue la medicion
espectrofotométrica del color producido durante la reaccion del 1-metil 2 fenilindol con
MDA. Se determind proteina totales del homogenizado de cada muestra de tejido por el
método de Lowry. El dia de estudio, las muestras de aorta y lecho mesentérico se
homogenizaron (1/10, p/v) fue agregado un tampo6n de 0.05 M de fosfato de potasio, pH
7,8. ElI homogeneizado se centrifugd a 10000 g durante 15 min a 4°C. Se utilizd
sobrenadante para la determinacion de concentracion de MDA, se midieron las
absorbancias a 586 nm. La cuantificacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
se determind comparando la absorcidn con la curva estandar de los equivalentes de MDA

generados por la hidrolisis catalizada por acido 1,1,3,3 tetrametoxipropano.
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6.7.2 Actividad enzimatica

6.7.2.1 Ensayos de actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima fue medida a traves del método de Paglia y Valentine (1967). El
buffer de trabajo consistio en un regulador de fosfato de potasio de 50 mi pH 7, 1 mil de
EDTA, 1 mi NaNj3 (para inhibir la catalasa), 0.2 mi de NADPH, 1 unidad de glutation
reductasa y 1 mM de GSH. Estos reactivos fueron combinados al inicio de cada dia. La
fraccion del halogenado (0.1 mL) fue agregada a 0.8 ml de regulador de trabajo y se
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, antes del inicio de la reaccion por
adiciona de 0.1 mL de la solucion de peroxido de hidrogeno (0.25 mM). La muestra se
disolvieron en 2 mL de regulador de fosfato de potasio (pH 7) 0.1 mol/L. La mezcla fue
homogenizada y centrifugada a 13,000 g durante 15 minutos a 4 C. El sobrenadante
obtenido se utilizaron para determinar la actividad de la enzima glutatién peroxidasa a

través de espectrofotometria a una absorbancia a 340 nm [Gonzales J, 1997].

6.7.2.2 Ensayos de actividad enzimatica de la glutation reductasa (GR)

Se prepard la muestra a 4 volumenes (p/v) de regulador de fosfato KH,PO, (139 mM) a un
pH 7.4. Posterior a esto se coloco el homogenizado en tubos eppendorf y se centrifugo a 12
000 rpm a 4 C durante 15 min. El sobrenadante obtenidos fue utilizado para determinar la

actividad de la enzima glutation reductasa (Andersen y col., 1997).

La actividad fue determinada por la oxidacion de la NAD(P)H a NADP* durante la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) [Valentine, 1997]. EIl reactivo principal fue
preparado por la combinacion de 18 mL de buffer de KH,PO, (139 mmol/L de EDTA; pH
7.4) y 2 mL de NADPH (2.5 mmol/mL). La muestra (20 pL de 1:20 de buffer de KH,PO,),
220 pL de reactivo principal que contenia 5 pL de FAD (315 pmol/L) y 10 pL de buffer de
KH,PO, fueron colocados en una celda. Se ley6 a una absorbancia de 340 nm a los 200 s
(Paso A). Posterior a esto fue agregado 30 pL de GSSG (22 mmol/L) y se leyd de nuevo la
absorbancia a los 175 s (Paso B). El volumen final de la reaccion fue de 315 pL. La
diferencia de absorbancias por minuto entre el paso A y B fue usado para calcular la

actividad enzimatica, usando la absortividad de la NADPH a 6.22 x 10° Lmol™* m™.
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6.8 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la media para un
determinado ndmero de anillos arteriales y lechos mesentéricos (n) de distintos animales.
Las curvas concentracion-respuesta para acetilcolina y para los agonistas contractiles se
ajustaron mediante el programa de andlisis de datos Origin 8.5 con la siguiente ecuacion

logistica.

1+10 -k*([farmaco] -pD2)

Donde:

E es el efecto del farmaco.

Emax es el efecto méximo (un indice de la eficacia relativa del agente vasoactivo), que se
expresa como porcentaje de la respuesta contractil inicial.

k es un factor que representa la pendiente de la curva.

pD2 es la concentracion de farmaco necesaria para obtener un 50 % del Emax. Expresado
como logaritmo negativo de dicha concentracién (indice de la potencia del agente

vasoactivo).

Estos parametros fueron calculados a partir del ajuste de las curvas concentracidén-respuesta
para cada experimento. Para el tratamiento estadistico se utilizaron el programa informatico
Origin 8.5.

Los resultados experimentales y controles se contrastaran con una prueba de t de Student

para datos no apareados. Se consideraran estadisticamente significativas aquellas

diferencias en las que P< 0.05.
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6.8 Diagrama de trabajo
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6.9 Diagrama de trabajo (modelo in vivo)
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VII. RESULTADOS

7.1 Resultados obtenidos con el modelo de intoxicacion aguda de cadmio

7.1.1 Caracteristicas generales del modelo de administracion aguda a cadmio

En el grupo de administracién de Cd®* (0.25 ppm) no se observaron cambios significativos
en los parametros de peso corporal, glucosa sanguinea y presion arterial sistémica con

respecto al grupo Ctrl (Tabla 3).

Peso 0sa sang ea Presion arteria olica
0 a/d 0
Cd** (0.25 ppm) 225.4+2.6 96.5+1 101.5+1.6
Ctrl 228.7+0.3 97.6 0.7 1029+ 1.8

Tabla 3. Efecto de la administracién aguda de Cd** (0.25 ppm) sobre los valores de
peso corporal, glucosa sanguinea y presion arterial sistolica. Los resultados se presentan
como la media £ EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.

7.1.2. Efecto de la ACh sobre el efecto relajante del NO en aorta de ratas con
exposicion aguda a cadmio

En esta serie experimental, se observd que la ACh induce una respuesta vasorelajante
dependiente de la concentracién en el rango de 1x10°- 3x10° M empleada en los anillos
arteriales. El analisis de las curvas concentracion respuesta indico que la administracion
aguda de cadmio no modifica la respuesta vasodilatadora mediada por NO e inducida por
ACh. El Emax del grupo Ctrl fue de 0.80 + 0.03 mientras que en el grupo Cd** (0.25 ppm)
fue de 0.82 + 0.01 (Figura 14A). No se observaron cambios significativos entre los valores
de la pD2 obtenidos en los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 6.7 + 0.09 y
para el grupo Cd** (0.25 ppm) fue de 7.1 + 0.1 (Figura 14B).

7.1.3 Efecto de la fenilefrina en aorta de ratas con exposicion aguda a cadmio

En esta serie experimental, se observo que la fenilefrina induce una respuesta contréactil
dependiente de la concentracién en el rango de 1x10°- 3x10™ M. El analisis de las curvas
concentracion respuesta indicoO que el cadmio no modifica el Emax de la respuesta
contréctil a fenilefrina con respecto al grupo Ctrl (Figura 15A). EI Emax del grupo Ctrl fue
de 1.07 + 0.02, mientras que en el grupo Cd** (0.25 ppm) fue de 97 + 0.03. No se

observaron cambios significativos entre los valores de Emax y pD2 de los grupos
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estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 6.4 + 0.09, mientras que para el grupo Cd*
(0.25 ppm) fue de 6.5 £ 0.06 (Figura 15B).
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Figura 14. Efecto de la exposicion aguda de cadmio sobre las curvas
concentracién respuesta a ACh en anillos de aorta. En el panel A se muestran
curvas concentracion-respuesta acumulativa de ACh; no se observa cambio en la
respuesta vasodilatadora a ACh en el grupo tratado con cadmio con respecto al
grupo de Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para
el grupo tratado con Cd*" y Ctrl. Los resultados se presentan como la media *+
EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.

7.1.4 Efecto de la 5-HT en aorta de ratas con exposicion aguda a cadmio

En esta serie experimental, se observé que la 5-HT induce una respuesta contractil
dependiente de la concentracién en el rango de 1x10°- 3x10™ M. El andlisis de las curvas
concentracion respuesta indicé que el cadmio no induce un incremento en el Emax de la
respuesta contractil a 5-HT en el grupo Cd** (0.25 ppm) (Figura 16A). EI Emax del grupo
Ctrl fue de 1.1 + 0.03, mientras que en el grupo Cd** (0.25 ppm) fue de 98 + 0.04. No se
observaron cambios significativos entre los valores de la pD, de los grupos estudiados. La
pD, para el grupo Ctrl fue de 5.4 + 0.08, mientras que para el grupo Cd** (0.25ppm) fue de
5.5+ 0.1 (Figura 16B).
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Figura 15. Efecto de la exposicibn aguda de cadmio sobre las curvas
concentracién respuesta a fenilefrina en anillos de aorta. En el panel A se
muestran curvas concentracion-respuesta acumulativa de fenilefrina; no se observa
cambio en la respuesta contractil a fenilefrina en el grupo tratado con Cd®* con
respecto al grupo Ctrl. Panel B. Representacién grafica de los valores de Emax y
pD2 para el grupo tratado con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la
media + EEM. EI (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 16. Efecto de la exposicion aguda de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a 5-HTen anillo de aorta. En el panel A se muestran
curvas concentracion-respuesta acumulativa de 5-HT; no se observa cambio en la
respuesta contractil a 5-HT en el grupo tratado con cadmio con respecto a los del
grupo de Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para el
grupo tratado con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El
(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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7.1.5 Efecto de la ACh en lecho mesentérico de ratas con exposicion aguda a cadmio

En esta serie experimental, se observd que la ACh induce una respuesta vasorelajante

dependiente de la concentracién en el rango de 1x10°- 3x10™. El anélisis de las curvas

concentracién respuesta indicé que la administracion aguda de Cd** no modifica la

respuesta vasodilatadora mediada por NO e inducida por ACh. ElI Emax del grupo Ctrl fue
de 0.80 + 0.01, mientras que en el grupo Cd** (0.25 ppm) fue de 74 +0.03 (Figura 17A).
No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 obtenidos en los

grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 6.5 + 0.1, para el grupo Cd** (0.25
ppm) fue de 6.7 + 0.07 (Figura 17B).
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Figura 17. Efecto de la exposiciéon aguda de cadmio sobre las curvas concentracion
respuesta a ACh en lecho mesentérico. En el panel A se muestran curvas
concentracion-respuesta acumulativa de ACh; no se observa cambio en la respuesta
vasodilatadora a ACh en el grupo tratado con Cd** con respecto al grupo Ctrl. Panel B.
Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para el grupo tratado con Cd** y
Ctrl. Los resultados se presentan como la media £+ EEM. El (*) indica diferencia
significativa con una P< 0.05.
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7.1.6 Efecto de la fenilefrina en lecho mesentérico de ratas con exposicioén aguda a
cadmio

El anélisis de las curvas concentracion respuesta indicé que el Cd** no induce un
incremento en el Emax de la respuesta contractil a fenilefrina en el grupo Cd** (0.25 ppm)
(Figura 18A). El Emax del grupo Ctrl fue de 62 + 2.6 mientras que en el grupo Cd** (0.25
ppm) fue de 68 + 2.7. No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2
de los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.4 = 0.1, mientras que para el
grupo Cd** (0.25 ppm) fue de 5.6 + 0.1 (Figura 18B).
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Figura 18. Efecto de la exposiciébn aguda de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a fenilefrina en lecho mesentérico. En el panel A se
muestran curvas concentracion-respuesta acumulativa de fenilefrina; no se observa
cambio en la respuesta contréctil a fenilefrina en el grupo tratado con Cd*" con
respecto al grupo Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y
pD2 para el grupo tratado con Cd*" y Ctrl. Los resultados se presentan como la
media + EEM. EI (*) indica diferencia significativa con una P<0.05.

7.1.7 Efecto de la 5-HT en lecho mesenteérico de ratas con exposicion aguda a cadmio

El anélisis de las curvas concentracién respuesta indicé que el Cd** no induce un
incremento en el Emax de la respuesta contractil a 5-HT en el grupo Cd** (0.25 ppm)
(Figura 19A). El Emax del grupo Ctrl fue de 70.3 + 2.8, mientras que en el grupo Cd**
(0.25 ppm) fue de 68.9 + 2.4. No se observaron cambios significativos entre los valores de
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la pD2 de los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.4 + 0.08, mientras que
para el grupo Cd** (0.25 ppm) fue de 5.5 + 0.1 (Figura 19B).
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Figura 19. Efecto de la exposicibn aguda de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a 5-HT en lecho mesentérico. En el panel A se muestran
curvas concentracion-respuesta acumulativa de 5-HT; no se observa cambio en la
respuesta contractil a 5-HT en el grupo tratado con Cd*" con respecto a los del grupo
de Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para el grupo
tratado con Cd*" y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. EI (*)
indica diferencia significativa con una P< 0.05.

7.2 Resultados obtenidos con el modelo de intoxicacion cronica de cadmio

7.2.1 Caracteristicas generales del modelo de administracion cronica a cadmio

Al término de las 8 semanas de la fase experimental se encontr6 una disminucion
significativa en el peso corporal, para el grupo de Cd** (40 ppm) y Cd** (80 ppm) con
respecto al grupo Ctrl respectivamente. Ademas se encontrd un incremento significativo en
los valores de glucosa sanguinea (p<0.05) para ambos grupos tratados con cadmio con

respecto al grupo Ctrl (Tabla 4).
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Peso Glucosa sanguinea

(9.) (mg/dL)
Semana 0 8 0 8
Ctrl 235.3+ 3.7 4195+3.1 95.7+1.2 98.5+0.9

Cd”(40ppm) 2226+26 3809+58%  961+1.06 110+ 1.09%
Cd”(80 ppm) 2273+48 379.3+96* 97.8+08 1155+0.8*

Tabla 4. Efecto de la administracién crénica de cadmio de Cd** (40 y 80 ppm)
sobre los valores de peso corporal y glucosa sanguinea. Los resultados se
presentan como la media £ EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P<
0.05 vs Ctrl.

El andlisis de los valores de presion arterial indico que el cadmio genera un incremento de
la presion arterial sistélica para el grupo de Cd** (40 y 80 ppm) con respecto al grupo Ctrl.
Se observo que los grupos tratados con cadmio presentaron un incremento en la presion
arterial a partir de la 28 Semana, observado que el efecto es dosis y tiempo dependiente
(Figura 20).

160 -
~O~ Ctrl (n=28)

| = Cd2+ 40 ppm (n=28) #
—A- Cd?* 80 ppm (n=28) *
140 -

120 -

Presion Arterial Sistolica (mmHg)

100 -

Sem 0 Sem 2 Sem 4 Sem 6 Sem 8

Figura 20. Efecto de la administracion crénica de cadmio de Cd** (40 y 80 ppm) sobre
los valores de presion arterial sistolica. Los resultados se presentan como la media +
EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05 vs Ctrl; (*) P< 0.05 vs Cd*

(40 ppm).
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7.2.2 Evaluacion de la respuesta relajante en aorta durante la hipertension arterial

generada por cadmio a una exposicion cronica de 8 semanas

El analisis de las curvas concentracion respuesta mostré una disminucion en el efecto
relajante mediado por NO e inducido por ACh en los grupos con Cd** con respecto al grupo
Ctrl, indicador de la posible presencia de disfuncion endotelial. EI Emax del efecto
relajante de ACh para el grupo Ctrl fue de 0.80 + 0.03, para el grupo Cd®* (40 ppm) fue de
0.51 + 0.02 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 0.48 + 0.05 (Figura 21A). No se
observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 obtenidos en los grupos
estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 6.7 +0.09, para el grupo Cd** (40 ppm) fue de
6.6 + 0.01 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 6.5 + 0.13 (Figura 21B).

En las curvas dosis respuesta a ACh en presencia de Apo para los grupos tratados con
cadmio se observo la abolicion del efecto relajante inducido por ACh con respecto al grupo
Ctrl. EI Emax de la respuesta relajante de ACh para el grupo Ctrl fue de 0.80 + 0.03, el
grupo Ctrl/Apo 0.77 + 0.03 mientras que en los grupos Cd?* (40 y 80 ppm) en presencia de
Apo, el Emax de la respuesta relajante de Ach fue de 0.71 + 0.05 y 71 = 0.02
respectivamente (Figura 22A y 23A). No se observaron cambios significativos entre los
valores de la pD2 obtenidos en los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 6.7
+ 0.09, el grupo Ctrl/Apo fue de 6.8 + 0.18; para el grupo Cd**/Apo (40 ppm) fue de 6.6
+0.1 y para el grupo Cd**/Apo (80 ppm) fue de 6.7 + 0.13 (Figura 22B y 23B).

7.2.3 Efecto de la fenilefrina en aorta de ratas con hipertensidén generada por la
exposicion cronica a cadmio a una exposicion de 8 semanas

En esta serie experimental, se observo que la fenilefrina induce una respuesta contractil
dependiente de la concentracién en el rango de 1x10°- 3x10™ M. El andlisis de las curvas
concentracion dosis respuesta indicé que el Cd®* no induce un incremento en el Emax de la
respuesta contréctil a fenilefrina en el grupo Cd** (40 ppm), pero si en el grupo Cd** (80
ppm) con respecto al grupo Ctrl; (Figura 24A). EI Emax del grupo Ctrl fue de 1.08 = 0.01,
mientras que en el grupo Cd** (40 ppm) fue de 1.03 + 0.04 y para el grupo Cd** (80 ppm)
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fue de 1.26 £ 0.02. No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2
obtenidos en los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 7.0 = 0.07, mientras
que para el grupo Cd?* (40 ppm) fue de 6.9 + 0.07 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 7.1
+ 0.05 (Figura 24B).
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Figura 21. Efecto de la exposicién cronica de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a ACh en anillos de aorta. En el panel A se muestran
curvas concentracién-respuesta acumulativa de ACh; se observa una disminucién de
la respuesta vasodilatadora en los grupos tratados con Cd** con respecto al grupo
Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los grupos
tratados con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El (*)
indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 22. Participacion de la NAD(P)H oxidasa en la disfuncion endotelial
inducida por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A se muestran curvas
concentracion-respuestas acumulativas de ACh; se observa que la Apo revierte la
disfuncién endotelial en los grupo tratado con Cd®*. Panel B. Representacion gréfica de
los valores de Emax y pD2 para los grupos tratados con Cd** y Ctrl. Los resultados se
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presentan como la media £ EEM. EI (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 23. Participacién de la NAD(P)H oxidasa en la disfuncién endotelial
inducida por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A se muestran curvas
concentracion-respuestas acumulativas de ACh; se observa que la Apo revierte la
disfuncion endotelial en los grupo tratado con Cd**. Panel B. Representacion gréfica de
los valores de Emax y pD2 para los grupos tratados con Cd** y Ctrl. Los resultados se
presentan como la media + EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 24. Efecto de la exposicion cronica de cadmio sobre las curvas

concentracién respuesta a fenilefrina en anillos de aorta. En el Panel A se muestran

curvas concentracion-respuestas acumulativas a fenilefrina; se observa la respuesta

contréctil desarrollada por fenilefrina en los grupo tratado con Cd®* con respecto al

grupo Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los

grupos tratados con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El

(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
La respuesta contractil de fenilefrina fue analizada en presencia de Apo; no se observaron
cambios en el Emax de la respuesta contractil para el grupo Cd®* (40 ppm) pero si una
disminucién en el Emax de la respuesta contréctil para el grupo Cd** (80 ppm) (Figura
25Ay 26A). El Emax para el grupo Ctrl fue de 1.08 + 0.01, el grupo Ctrl/Apo 110 £ 0.01,
mientras que las preparaciones del grupo Cd** (40 y 80 ppm) fue de 1.0 + 0.04 y 1.11 +
0.01 en presencia de Apo. No se observaron cambios significativos entre los valores de la
pD, de los grupos estudiados. La pD, para el grupo Ctrl fue de 7.0 £ 0.07; el grupo
Ctrl/Apo 7.2 + 0.03, mientras que para el grupo Cd** /Apo (40 y 80 ppm) fue de 6.9 + 0.07

y 6.9 £ 0.06 (Figura 25B y 26B).
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Figura 25. Participacion de la NAD(P)H oxidasa sobre la respuesta contractil a
fenilefrina durante la HAS generada por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A
se muestran curvas concentracion-respuestas acumulativas de fenilefrina; no se observa
que la Apo modifique la respuesta contréctil en los grupo tratado con Cd®* con respecto
al grupo Ctrl. Panel B. Representacion gréafica de los valores de Emax y pD2 para los
grupos tratados con Cd?* y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El
(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 26. Participacion de la NAD(P)H oxidasa sobre la respuesta contractil a
fenilefrina durante la HAS generada por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A
se muestran curvas concentracion-respuestas acumulativas de fenilefrina; se observa
que la Apo disminuye la respuesta contractil en los grupo tratado con Cd** con
respecto al grupo Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2
para los grupos tratado con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media +

EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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7.2.4 Efecto de la 5-HT en aorta de ratas con hipertension generada por la exposicion
cronica a cadmio a una exposicion de 8 semanas

En esta serie experimental, se observé que la 5-HT induce una respuesta contractil
dependiente de la concentracién en el rango de 1x10°- 3x10™ M. El analisis de las curvas
concentracion dosis respuesta indicé que el Cd** induce un incremento del Emax de la
respuesta contractil a 5-HT en el grupo Cd?* (40 y 80 ppm) con respecto al grupo Ctrl
(Figura 27A). EI Emax del grupo Ctrl fue de 1.12 + 0.04, mientras que para las
preparaciones en el grupo Cd®* (40 ppm) fue de 1.44 + 0.03 y para el grupo Cd** (80 ppm)
fue de 154 £ 0.01. No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 de
los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.4 £ 0.03, mientras que para el
grupo Cd?* (40 ppm) fue de 5.6 + 0.05 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 5.7 + 0.1
(Figura 27B).
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Figura 27. Efecto de la exposicion crénica de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a 5-HT en anillos de aorta. En el Panel A se muestran
curvas concentracion-respuestas acumulativas a 5-HT; se observa un incremento de la
respuesta contréctil en los grupo tratado con Cd** con respecto al grupo Ctrl. Panel B.
Representacion gréfica de los valores de Emax y pD2 para los grupos tratados con Cd®*
y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El (*) indica diferencia
significativa con una P< 0.05.
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El incremento de la respuesta contractil a 5-HT fue analizada en presencia de Apo; se
observé una disminucién significativa en el Emax de la respuesta contractil en ambos
grupos de Cd** (Figura 28A y 29A). El Emax para el grupo Ctrl fue de 112 + 0.04, el
grupo Ctrl/Apo 1.05 + 0.05 y en preparaciones del grupo Cd®* (40 ppm) fue de 112 + 0.04
y para el grupo Cd®* (80 ppm) fue de 1.09 + 0.05 en presencia de Apo. No se obtuvieron
cambios significativos en los valores de pD2 entre los grupos estudiados. El valor obtenido
para el grupo Ctrl fue de 5.4 + 0.03; el grupo Ctrl/Apo 5.4 + 0.08 para el grupo Cd** (40
ppm) fue de 5.5 + 0.10 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 5.7 + 0.01 (Figura 28B y
29B)
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Figura 28. Participacion de la NAD(P)H oxidasa en la respuesta contractil a 5-HT
durante la HAS generada por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A se
muestran curvas concentracion-respuestas acumulativas a 5-HT; se observa que la Apo
disminuye la respuesta contractil en los grupos tratados con Cd?* con respecto al grupo
Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los grupos
tratado con Cd*" y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El (*)
indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 29. Participacion de la NAD(P)H oxidasa en la respuesta contractil a 5-HT
durante la HAS generada por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A se
muestran curvas concentracion-respuestas acumulativas a 5-HT; se observa que la
Apo disminuye la respuesta contractil en los grupos tratados con Cd** con respecto al
grupo Ctrl. Panel B. Representacion gréafica de los valores de Emax y pD2 para los
grupos tratado con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El
(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.

7.2.5 Efecto del U46619 en aorta de ratas con hipertension generada por la exposicién
cronica a cadmio a una exposicion de 8 semanas

En esta serie experimental, se observé que el U46619 induce una respuesta contractil
dependiente de la concentracion en el rango de 1x10°- 3x10™° M. El andlisis de las curvas
concentracion dosis respuestas indicé que el Cd** induce un incremento del Emax de la
respuesta contréactil a U46619 en el grupo Cd** (40 y 80 ppm) con respecto al grupo Ctrl
(Figura 30A y 30B). EI Emax del grupo Ctrl fue de 1.02 = 0.02, mientras que en el grupo
de Cd** (40 ppm) fue de 145 + 0.04 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 160 + 0.05. Se
observaron cambios significativos entre los valores de pD2 entre el grupo Cd** (40 ppm)
vs Cd?* (80 ppm). La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.4 + 0.13, mientras que para el grupo
de Cd** (40 ppm) fue 5.6 + 0.18 y el grupo Cd** (80 ppm) fue de 6.3 + 0.2 (Figura 30A y
30B).
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Figura 30. Participacion de la NAD(P)H oxidasa en la respuesta contractil a
U46619 durante la HAS generada por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A se
muestran curvas concentracion-respuestas acumulativas a 5-HT; se observa que la Apo
disminuye la respuesta contractil en los grupos tratados con Cd** con respecto al grupo
Ctrl. Panel B. Representacion gréfica de los valores de Emax y pD2 para los grupos

tratado con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El (¥)
indica diferencia significativa con una P< 0.05.

El incremento de la respuesta contractil a U46619 fue analizada en presencia de Apo; se
observo una disminucion significativa de la respuesta contréctil en el grupo 40 y 80 ppm de
Cd** (Figura 31A y 32A). El Emax para el grupo Ctrl fue de 1.02 + 0.02, el grupo Ctrl/Apo
0.98 + 0.07 y en preparaciones del grupo Cd** (40 y 80 ppm) en presencia de Apo fue de
1.09 + 0.08 y 1.2 £ 0.07. No se observaron cambios significativos en los valores de pD2
entre el grupo 40 y 80 ppm de Cd**. El valor obtenido para el grupo Ctrl fue de 5.4 + 0.13,
el grupo Ctrl /Apo 5.4 + 0.09; mientras que para el grupo de Cd?* (40 ppm) fue 5.3 + 0.06 y
el grupo Cd** (80 ppm) fue de 5.8 + 0.2 (Figura 31B y 32B).
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Figura 31. Participacion de la NAD(P)H oxidasa en la respuesta contractil a
U46619 durante la HAS generada por cadmio en anillos de aorta. En el Panel A se
muestran curvas concentracion-respuestas acumulativas a U46619; se observa que la
APO disminuye la respuesta contractil en los grupo tratado con Cd** con respecto al
grupo Ctrl. Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los
grupos tratado con Cd®* y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El
(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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Figura 32. Participacion de la NAD(P)H oxidasa en la respuesta contractil a
U46619 durante la HAS generada por cadmio. En el Panel A se muestran curvas
concentracion-respuestas acumulativas a U46619; se observa que la APO disminuye la
respuesta contractil los grupos tratados con Cd®* con respecto al grupo Ctrl. Panel B.
Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los grupos tratado con Cd?*
y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El (*) indica diferencia 90
significativa con una P< 0.05.



7.2.6 Evaluacion de la respuesta relajante en lecho mesentérico de ratas con
hipertension generada por la exposicion cronica a cadmio a una exposicion de 8
semanas

El analisis de las curvas concentracion respuesta indicd la presencia de disfuncion
endotelial, es decir el Cd®* induce una disminucién en el efecto relajante mediado por NO e
inducido por ACh. ElI Emax del grupo Ctrl fue de 0.77 = 0.03, mientras que en el grupo
Cd?** (40 ppm) fue de 0.53 + 0.02 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 0.44 +0.03 (Figura
33A). No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 obtenidos en los
grupos con Cd?* con respecto al Ctrl, sin embargo se observé diferencia significativa en la
pD2 del grupo 40 ppm vs 80 ppm de Cd?*. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 6.4 + 0.1, para
el grupo Cd?* (40 ppm) fue de 6.0 +0.2 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 6.7 + 0.1
(Figura 33B).
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Figura 33. Efecto de la exposicion cronica de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a ACh en lecho mesentérico. En el panel A se muestran
curvas concentracion-respuesta acumulativa de ACh; se observa una disminucion de la
respuesta vasodilatadora a ACh en los grupos tratados con Cd* con respecto al grupo
Ctrl. Panel B. Representacion gréfica de los valores de Emax y pD2 para los grupos
tratados con Cd?* y Ctrl. Los resultados se presentan como la media = EEM. El (*)
indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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7.2.7 Efecto de la fenilefrina en lecho mesentérico de ratas con hipertension generada
por la exposicién cronica a cadmio a una exposicion de 8 semanas

El andlisis de las curvas concentracién dosis respuesta indicd que el Cd** no induce un
incremento en el Emax de la respuesta contractil a fenilefrina en el grupo 40 y 80 ppm de
Cd** con respecto al grupo Ctrl; (Figura 34A). El Emax del grupo Ctrl fue de 78.6 + 5.8,
mientras que en el grupo Cd** (40 ppm) fue de 117 + 3.3 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue
de 122 +2.6. No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 para los
grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.1 £ 0.06, mientras que para el grupo
Cd?* (40 ppm) fue de 5.3 + 0.06 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 5.4 + 0.04 (Figura
34B).
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Figura 34. Efecto de la exposicion crdénica de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a fenilefrina lecho mesentérico. En el Panel A se muestran
curvas concentracion-respuestas acumulativas a fenilefrina; se observa un incremento
de la respuesta contréctil en los grupo tratado con Cd?* con respecto al grupo Ctrl.
Panel B. Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los grupos
tratados con Cd** y Ctrl. Los resultados se presentan como la media + EEM. El (*¥)
indica diferencia significativa con una P< 0.05.
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7.2.8 Efecto de la 5-HT en lecho mesentérico de ratas con hipertension generada por
la exposicion cronica a cadmio a una exposicion de 8 semanas

El andlisis de las curvas concentracién dosis respuesta indicé que el Cd?* induce un
incremento del Emax de la respuesta contractil a 5-HT en el grupo 40 y 80 ppm de Cd**
con respecto al grupo Ctrl (Figura 35A). EI Emax del grupo Ctrl fue de 80 + 3.9, mientras
que en el grupo Cd** (40 ppm) fue de 129 + 5.4 y para el grupo Cd®* (80 ppm) fue de 135 +
2.06. No se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 de los grupos
estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.4 + 6.8, mientras que para el grupo Cd** (40
ppm) fue de 5.3 +0.09 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 5.5 + 0.12 (Figura 35B).
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Figura 35. Efecto de la exposicion crénica de cadmio sobre las curvas
concentracién respuesta a 5-HT lecho mesentérico. En el Panel A se muestran
curvas concentracion-respuestas acumulativas a 5-HT; se observa un incremento de la
respuesta contréctil en los grupo tratado con Cd®* con respecto al grupo Ctrl. Panel B.
Representacion grafica de los valores de Emax y pD2 para los grupos tratados con Cd?*
y Ctrl. Los resultados se presentan como la media =+ EEM. El (*) indica diferencia
significativa con una P< 0.05.

7.2.9 Efecto de la administracién cronica de cadmio sobre los niveles de MDA y 4-
HDA en aorta y lecho mesentérico de rata
En esta serie experimental se observo que el cadmio induce un incremento del EO en aorta

y lecho mesentérico. De acuerdo a los resultados de los experimentos realizados en este
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estudio, se observo un incremento en las concentraciones de MDA y 4-HDA en el grupo de
Cd** (40 y 80 ppm) de Cd?* con respecto al grupo Ctrl en aorta y lecho mesentérico.
Ademaés, se observd que las concentraciones de MDA y 4-HDA para ambos tejidos son

dependientes de la dosis y el tiempo de exposicidn a cadmio para ambos tejidos.

Los valores de MDA en aorta fueron los siguientes, para el grupo Ctrl fue de 0.034 + 0.005,
mientras para el grupo Cd** (40 ppm) fue de 0.12 + 0.003 y para el grupo Cd** (80 ppm)
fue de 0.18 + 0.001. Los valores de las concentraciones de MDA para el lecho mesentérico
para el grupo Ctrl fue de 0.046 + 0.006, mientras que para el grupo Cd** (40 ppm) fue de
0.15 + 0.01 y para el grupo Cd®* (80 ppm) fue de 0.21 + 0.004 (Figura 36A y 36B).

Los resultados obtenido para la determinacion de las concentraciones de 4-HDA en aorta y
lecho mesentérico son las siguientes: los valores para el grupo Ctrl fue de 0.023 + 0.002,
mientras que para el grupo Cd** (40 ppm) fue de 0.065 + 0.007 y para el grupo Cd** (80
ppm) fue de 0.14 £ 0.001. Mientras que los valores de las concentraciones de 4-HDA para
el lecho mesentérico para el grupo Ctrl fue de 0.043 + 0.005, para el grupo Cd®* (40 ppm)
fue de 0.088 + 0.008 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 0.19 + 0.01 (Figura 37A 'y
37B).
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Figura 36. Efecto de la exposicion crdnica de cadmio sobre los niveles de MDA en
aorta y lecho mesentérico de rata. En el panel A representacion grafica de las
concentraciones de MDA de los grupos con Cd®* (40 y 80 ppm) y grupo Ctrl obtenidos
en aorta. Panel B. Representacion gréafica de las concentraciones de MDA de los
grupos con Cd®* (40 y 80 ppm) y grupo Ctrl obtenidos en lecho mesentérico (n=5). Los
resultados se presentan como la media £ EEM. El (*) indica diferencia significativa
con una P<0.05.
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Figura 37. Efecto de la administracion crénica de cadmio en los niveles de 4-HDA
en aorta y lecho mesentérico de rata. En el panel A representacién gréfica de las
concentraciones de 4-HDA de los grupos con Cd®* (40 y 80 ppm) y grupo Ctrl
obtenidos en aorta. Panel B. Representacion gréfica de las concentraciones de 4-HDA
de los grupos con Cd?* (40 y 80 ppm) y grupo Ctrl obtenidos en lecho mesentérico
(n=5). Los resultados se presentan como la media £+ EEM. El (*) indica diferencia
significativa con una P< 0.05.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de actividad enziméatica demostraron que
en la exposicion de cadmio por 8 semanas a una concentracion de 40 ppm aumenta la
actividad de la GPx significativamente con respecto al grupo Ctrl en aorta y lecho
mesentérico, sin embargo a una concentracion de 80 ppm de cadmio disminuyé

significativamente la actividad enzimatica de la GPx con respecto al grupo Ctrl.

La actividad enzimética de GPx para el grupo Ctrl fue de 263.7 + 8.5, mientras para el
grupo Cd?* (40 ppm) fue de 349.2 + 6.3 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 102.8 + 5.6.
Los valores de las concentraciones de actividad enzimética de GPx para el lecho
mesentérico fueron los siguientes; para el grupo Ctr fue de 187.9 + 12, mientras que para el
grupo Cd®* (40 ppm) fue de 316.6 + 11 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 117.5 + 8.2
(Figura 38Ay 38B).
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Figura 38. Efecto de la administracion crénica de cadmio sobre la actividad
enzimatica de GPx en aorta y lecho mesentérico de rata. En el panel A
representacion gréfica de la actividad enzimatica de GPx de los grupos con Cd** (40 y
80 ppm) y grupo Ctrl obtenidos en aorta. Panel B. Representacién grafica de la
actividad enzimatica de GPx de los grupos con Cd** (40 y 80 ppm) y grupo Ctrl
obtenidos en lecho mesentérico (n=5). Los resultados se presentan como la media +
EEM. El (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.

En los resultados obtenidos en la determinacién de actividad enzimética de GR, se observé
que su actividad a las 8 semanas de exposicion de cadmio tanto en aorta como en lecho
mesentérico a una concentracion de 40 y 80 ppm disminuyo significativamente con
respecto al grupo control. Se observo que dicho efecto es dependiente de la concentracién y
del tiempo de exposicidn, es decir, que la actividad de la GR presenta una disminucion de
la actividad enzimatica a mayor concentracion y tiempo de exposicién de cadmio en ambos

tejidos.

La actividad enzimatica de GR para el grupo Ctrl fue de 0.87 + 0.03, mientras para el
grupo Cd?* (40 ppm) fue de 0.67 + 0.02 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 0.38 + 0.02.
Los valores de las concentraciones de actividad enzimatica para GR para el lecho
mesentérico para el grupo Ctrl fue de 0.99 + 0.04, mientras que para el grupo Cd** (40
ppm) fue de 0.66 + 0.03 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 0.32 + 0.04 (Figura 39A y
39B).
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Figura 39. Efecto de la administracion crénica de cadmio sobre la actividad
enzimatica de GR en aorta y lecho mesentérico de rata. En el panel A
representacion grafica de la actividad enzimatica de GR de los grupos con Cd®* (40 y
80 ppm) y grupo Ctrl obtenidos en aorta. Panel B. Representacion grafica de la
actividad enziméatica de GR de los grupos con Cd** (40 y 80 ppm) y grupo Ctrl
obtenidos en lecho mesentérico (n=5). Los resultados se presentan como la media
EEM. EIl (*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.

7.3 Resultados obtenidos con el modelo de intoxicacion crénica de cadmio y

tratamiento in vivo de apocinina

7.3.1 Caracteristicas generales del modelo de administracién in vivo de apocinina

durante la exposicién crénica a cadmio

Al término de las 8 semanas de la fase experimental no se encontré diferencias

significativas en el peso corporal y glucosa sanguinea para el grupo de Cd®*-Apo (80 ppm)

con respecto al grupo Ctrl, respectivamente (Tabla 5).

Peso Glucosa

(9.) (mg/dL)
Semana 0 8 0 8
Ctrl-Apo 231.3+45.7 4125%7.1 94.7 £2.2 95.5+3.9
Cd* (80 ppm) 227.3+3.7 379.3+9.6* 97.8+1.06 115.5+1.08*
Cd**-Apo (80 ppm) 237.345.7 370.3+7.6* 97.8 £1.3 101.5+£3.7

Tabla 5. Efecto de la administracion in vivo de Apo sobre los valores de peso
corporal y glucosa sanguinea. Los resultados se presentan como la media £+ EEM. El

(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05 vs Ctrl.

El analisis de los valores de presion arterial indicd que la administracién in vivo de Apo

revierte el aumento de la presion arterial sistélica en el grupo Cd®* (80 ppm) (Figura 40A).

El valor de presion arterial sistdlica para el grupo Ctrl fue de 110.3 £ 5.2; para el grupo
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Cd** (80 ppm) fue de 143.2 + 2.93 mmHg, mientras que para el grupo Ctrl-Apo fue de 115
+ 2.9 y para el grupo Cd**-Apo (80 ppm) fue de 114.8 + 3.04 mmHg.

160 -

120 -~

=2}
o
1

Presion arterial sistolica (mmHg)
P
o

CTRL 80 ppm CTRL-APO 80 ppm-APO

Figura 40. Efecto de la administracién in vivo de Apo en ratas con hipertension
arterial inducida por cadmio. Los resultados se presentan como la media + EEM. El
(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05 vs Ctrl; () P< 0.05 vs Ctrl-Apo; (¥)
P< 0.05 vs Cd**-Apo.

7.3.2 Efecto de la administracion in vivo de Apo sobre la disfuncion endotelial en aorta
de ratas con hipertension arterial inducida por cadmio a una exposicién crénica de 8
semanas.

En resultados anteriores se observo que el cadmio disminuye el efecto relajante mediado
por NO e inducido por ACh en el grupo Cd** (80 ppm) con respecto al grupo Ctrl;
indicador de la presencia de disfuncion endotelial. En esta serie experimental el analisis de
las curvas concentracion respuesta mostro que la administracion in vivo de APO revierte la
disfuncion endotelial. EI Emax del efecto relajante de ACh para el grupo Ctrl fue de 0.80 +
0.03 y para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 0.48 + 0.05, mientras que la Emax para el grupo
Ctrl-Apo y Cd**-Apo (80 ppm) fue de 0.75 + 0.03 y 0.70 + 0.03 respectivamente (Figura
41A). Se observaron cambios significativos entre los valores de la pD2 para el grupo Ctrl
vs Ctrl-Apo y el grupo Cd** (80 ppm) vs Cd**-Apo (80 ppm). La pD2 para el grupo Ctrl fue
de 6.7 + 0.09, para el grupo Ctrl-Apo fue de 7.3 + 0.09, para el grupo Cd** (80 ppm) fue de
6.5 + 0.13, mientras que para el grupo Cd**-Apo (80 ppm) fue de 7.4 + 0.10 (Figura 41B).

98



>
w

0.0 -
1 0.8
— 1 » 0.6
5 0.2 4 g
= 4 Wod
S
[¥] A 0.2
o 044
=] 1 0.0
& 80ppm 80ppm-Apo
3-:- 8- *
c
S 0.6 - )
S ;
N {1 —C—ctrl(n=7) N
% 0.8 1 —>-ctrl-Apo (n=7) i q 4
o ] —®—cd” (80 ppm)(n=7) -
] —#-cd”-Apo (80 ppm) (n=7) 21
1'0 lg v l8 M l? M l6 v :5 M -|4 0 Ctd Cti-Apc E80ppm 80ppm-Apo

Log [Acetilcolina] [M]

Figura 41. Efecto de la exposicion crénica de cadmio sobre las curvas
concentracién respuesta a ACh en aorta de ratas con administracion in vivo de
Apo. En el panel A se muestran curvas concentracion-respuesta acumulativa de ACh;
se observa que la administraciéon in vivo de Apo revierte la disfuncion endotelial
presente en el grupo tratado con Cd**. Panel B. Representacién gréfica de los valores
de Emax y pD2 para los grupos Cd** y Ctrl con y sin administracion in vivo de Apo.
Los resultados se presentan como la media £+ EEM. El (*) indica diferencia
significativa con una P< 0.05.

7.3.3 Efecto de la administraciéon in vivo de Apo sobre la respuesta contractil de
fenilefrina en anillos de aorta de ratas con hipertensién arterial inducida con cadmio
El andlisis de las curvas concentracion dosis respuesta indic6 que la administracion in vivo
de Apo revierte la hipercontraccién de fenilefrina del grupo Cd®* (80 ppm). El Emax del
grupo Ctrl fue de 1.08 +0.01, para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 1.26 +0.02, mientras que
el Emax para el grupo Ctrl-Apo y Cd**-Apo (80 ppm) fue de 0.90 +0.05 y 0.94 +0.07
respectivamente (Figura 42A). No se observaron cambios significativos entre los valores
de la pD2 para los grupos de estudio. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 7.0 £0.07, para el
grupo Ctrl-Apo fue de 6.6 +0.12, para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 7.1 +0.05, mientras
que para el grupo Cd**-Apo (80 ppm) fue de 7.0 +0.10 (Figura 42B).
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Figura 42. Efecto de la exposicion crdénica de cadmio sobre las curvas
concentracion respuesta a fenilefrina en aorta de ratas con administracién in vivo
de Apo. En el panel A se muestran curvas concentracion-respuesta acumulativa de
fenilefrina; se observa que la administracion in vivo de Apo revierte la
hipercontraccién presente en el grupo tratado con Cd**. Panel B. Representacion
grafica de los valores de Emax y pD2 para los grupos Cd* y Ctrl con y sin
administracion in vivo de Apo. Los resultados se presentan como la media = EEM. El
(*) indica diferencia significativa con una P< 0.05.

7.3.4 Efecto de la administracion in vivo de Apo sobre la respuesta contractil de 5-HT
en anillos de aorta de ratas con hipertension arterial inducida con cadmio

El andlisis de las curvas concentracion dosis respuesta indico que la administracion in vivo
de Apo disminuye la hipercontraccién de 5-HT del grupo Cd** (80 ppm). El Emax del
grupo Ctrl fue de 1.12 + 0.04, para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 1.54 + 0.01 y el Emax
para el grupo Ctrl-Apo y grupo Cd**-Apo (80 ppm) fue de 1.05 + 0.01 y 1.04 + 0.04
respectivamente (Figura 43A). No se observaron cambios significativos entre los valores
de la pD2 de los grupos estudiados. La pD2 para el grupo Ctrl fue de 5.4 £ 0.03, para el
grupo Ctrl-Apo fue de 5.5 + 0.06, para el grupo Cd** (80 ppm) fue de 5.7 + 0.01, mientras
que para el grupo Cd**-Apo (80 ppm) fue de 5.4 + 0.08 (Figura 43B).
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Figura 43. Efecto de la exposicion crénica de cadmio sobre las curvas
concentracién respuesta a 5-HT en aorta de ratas con administracion in vivo de
Apo. En el panel A se muestran curvas concentracion-respuesta acumulativa de 5-HT;
se observa que la administracion in vivo de Apo revierte la hipercontraccion presente
en el grupo tratado con Cd?*. Panel B. Representacion gréfica de los valores de Emax
y pD2 para los grupos Cd®* y Ctrl con y sin administracion in vivo de Apo. Los
resultados se presentan como la media £ EEM. EIl (*) indica diferencia significativa
con una P< 0.05.
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VIII. DISCUSION

En la presente tesis doctoral discutiremos los resultados obtenidos en las dos formas de
intoxicacion por cadmio; el modelo agudo y el modelo cronico, a fin de evaluar los cambios
de presion arterial como lo han descrito algunos grupos de investigacion. También
discutiremos, los resultados que indican que el incremento de la presion arterial esta
vinculado a la disfuncion endotelial por medio de dos maniobras experimentales; a traves
de la liberacion de NO endotelial (CDR a ACh) y por medio del aumento del tono vascular
resultado de la estimulacion de la pared vascular con fenilefrina, 5-HT y un analogo de
Tromboxano A,. Ademas discutiremos los resultados derivados de la evaluacion de la
funcion endotelial con la incubacién con apocinina (con un inhibidor competitivo de la
NADP(H) oxidasa) a fin de ponderar la participacion de esta enzima en el incremento de la
disfuncion endotelial inducida por la intoxicacion por cadmio. Puesto que nuestra hipétesis
menciona que la NADP(H) oxidasa incrementa los radicales superoxido, discutiremos los
resultados de la evaluacion del estatus oxidativo a través de los cambios de los marcadores
de lipoperoxidacion (MDA y 4-HDA) y de la actividad de la GPx y GR.

Al final de la presente discusion, describiremos una serie de experimentos que decidimos
realizar y priorizar en base a los datos iniciales que obtuvimos in vitro. Puesto que en el
apartado de los resultados mencionamos que la incubacion con apocinina 15 minutos (in
vitro), evita la disfuncion endotelial inducida por el tratamiento cronico de cadmio,
decidimos incluir un tratamiento de apocinina in vivo con el fin de explorar el efecto
beneficioso del inhibidor de la NADP(H) oxidasa sobre la hipertension arterial y la

disfuncion endotelial inducida por la intoxicacién crénica por cadmio.

8.1 Intoxicacion aguda con cadmio.

Con relacion a los resultados de la administracion aguda de cadmio, no se observaron
cambios en presion arterial sistémica. Alin no hay un consenso sobre el incremento de la
presion arterial inducida por cadmio en modelos agudos, puesto que en un modelo agudo de
intoxicacion con cadmio (0.32 mg/Kg por via intravenosa) se encontrd un incremento
aproximado de 20% de la presion arterial sistolica (Broseghini y cols., 2015), mientras que

en un modelo semejante (4 mg/Kg por via intravenosa) se encontré una disminucion de
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aproximadamente de un 30% de la presion arterial, pero solo de forma transitoria (en 5
min), mientras que con el doble de la dosis (8 mg/Kg por via intravenosa), el cadmio redujo
hasta un 100% de la presion arterial (Shu-Mi y cols., 2019). Por otra parte, se ha encontrado
que la administracién de cadmio a dosis intermedias con respecto a los resultados descritos
anteriormente (0.32, 1.0, 3.2 mg/kg por via intravenosa) se presenta un efecto bifasico, es

decir en un inicio una reduccion de presion y posteriormente un incremento (Puri, 1999).

Para relacionar los cambios de presion arterial con los cambios en la funcién endotelial
evaluamos la relajacion a Ach y la contraccion a agonistas como la fenilefrina o 5-HT. No
encontramos que la administracion aguda de cadmio diera lugar a una disfuncién endotelial
(en preparaciones de aorta, ni en lecho mesentérico), este hecho est4 en concordancia a la
ausencia de cambios en la presidn sistolica del tratamiento agudo de cadmio (0.25 ppm por
via intraperitonial en un periodo de 24 horas). Este hallazgo es semejante a los encontrados
por Angely y cols., (2013), Takachi y cols., (2004) y Vasallo y col., (2018) que en un
modelo de intoxicacion aguda de cadmio (incubacién de 10 micromolar por 45 minutos o
24 horas) no encontraron cambios en la curva dosis-respuesta a ACh. Sin embargo, Angely
y cols., (2013), Takachi y cols., (2004) si encontraron una hipercontraccion a fenilefrina en
este modelo. De manera semejante Sakurada y Wakabayashi (1999) encontraron que la 5-
HT (incubacion de 10 micromolar por 24 horas de cadmio) indujo una hipercontraccion.

Este Gltimo dato no concuerda con nuestro resultado con serotonina.

Con lo anteriormente expuesto, podemos mencionar que en nuestras condiciones
experimentales el cadmio no induce incremento de la presion arterial, ni disfuncion
endotelial. También podemos mencionar que el efecto del cadmio sobre la presion arterial y
funcién endotelial es dependiente del modelo de experimental, dosis y tiempo de

intoxicacion por este metal.
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8.2 Intoxicacion cronica con cadmio.

Los resultados obtenidos con el modelo crénico demostraron que en estas condiciones el
cadmio tiende a una disminucion en la ganancia de peso y un ligero, pero significativo
aumento de los valores de glucosa sanguinea (a diferencia de administracion aguda de
cadmio que no se observaron cambios en el peso, ni en la glucosa sanguinea). Estos
resultados coinciden con lo reportado en la literatura (Satarug y cols., 2009; Almenara y
cols., 2013). En la presente tesis no realizamos experimentos a fin de encontrar el posible
mecanismo de la pérdida de peso en nuestro modelo experimental, por lo tanto solo
mencionaremos las propuestas de la bibliografia. La disminucion en la ganancia de peso
puede explicarse por el dafio a nivel intestinal, que conduce a la disminucién en la
absorcion de nutrientes; debido a que el cadmio es transportado a través de transportadores
divalentes de metales hacia los enterocitos donde este metal es acumulado provocando la
disfuncion celular (Jung y cols., 2002). Otro posible mecanismo que explica la disminucion
de peso es la pérdida de proteinas de bajo peso molecular principalmente (beta-2
microalbuminuria, proteinas unidas al retinol, inmunoglobulinas de cadena corta, ademéas
de enzimas como lisozima, N-acetil-B-D-glucosaminidasa y ribonucleasa) consecuencia del
dafo renal generado por la acumulacion de cadmio (Bernard, 2004; RJ&rup y cols., 2002;

Noonan y cols., 2002).

En relacién a los datos obtenidos sobre los valores de glucosa concuerdan con lo reportado
por diversos estudios en modelos animales en los cuales han mostrado que la exposicién a
cadmio puede causar hiperglucemia. No fue objetivo de la presente tesis realizar
experimentos a fin de encontrar el posible mecanismo de la hiperglucemia, pero los datos
encontrados de glucosa en nuestro estudio se pueden explicar de la siguiente manera; el
cadmio produce dafios a las células B pancreaticas, produciendo una disminucion de la
liberacion de insulina (Chang y cols., 2013). Ademas, se ha observado que el transportador
de glucosa tipo 4; transportador principal en la recaptacion de glucosa en las células
musculares y adipocitos es afectado negativamente en su expresion ante la exposicion del
metal; la falta de captacién de glucosa por estos tejidos puede producir la aparicion de
tolerancia alterada a la glucosa y un desequilibrio de la homeostasis de lipidos (Han y cols.,

2003). Recientemente, Trevifio y cols., (2015) demostraron que el tratamiento cronico de
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cadmio (32.5 ppm en el agua de bebida por dos meses) indujo una reduccion en la
sensibilidad a la insulina, asi como un incremento de la resistencia a la insulina. Estos
resultados podrian explicar el incremento significativo de glucosa, ademés de la

disminucion de la ganancia de peso en nuestro modelo.

8.2.1 Efecto de la administracién cronica de cadmio en la presion arterial sistémica.
Los grupos tratados con cadmio (a las dos dosis administradas) presentaron un incremento
en la presion arterial de manera significativa desde la 22 Semana que coincide con lo
descrito por otros autores en modelos de rata y ratdbn (Almenara y cols.,, 2013;
Kukongviriyapan y cols., 2004) con concentraciones y tiempos de administracion
semejantes a las utilizadas en nuestro estudio. En humanos el incremento de la presion no
implica un estado de hipertensién esencial primaria (GPC., 2017), puesto que la definicion
incluye una elevacion persistente de > 140 mm de Hg. Si tomamos en cuenta esta
definicion clinica, el grupo que cumplen con esta condicién son las ratas tratadas con 80
ppm hasta las 8 semanas. La definicion de hipertension arterial sistémica en modelos
animales (rata) no esta definida debido a la variedad de formas de induccion de la
hipertension, por ejemplo las ratas SHR y diabéticas con disfuncion renal las tiene un valor
aproximado de 180 mm de Hg de presion arterial sistolica (Kassan y cols., 2009; Perassa y
col., 2016), mientras que las ratas “salt sensitivity” 170 mm de Hg (Watts y cols., 2002; De
Miguel y cols., 2010; Brian y cols., 2015). En incremento sostenido de la presion arterial
sistdlica de las ratas con intoxicacién cronica de cadmio alcanzan valores por arriba de 140
mm de Hg (Almenara y cols., 2013; Kukongviriyapan y cols., 2004). Los estudios
epidemioldgicos refieren un incremento por arriba de 140 mm de Hg de la presion sistélica
en pacientes con intoxicacion cronica de cadmio (Haiyun y cols., 2016).

Ademas, también se ha observado un aumento de la presién arterial por la ingesta de
cadmio en personas expuestas a este metal (relacionado con el ambiente laboral), de tal
forma que es importante que se profundice en la fisiopatologia de este problema de salud
(Plavnik y cols., 2009; Simic y cols., 2006; Gallagher y cols., 2010; Plaza y cols., 2010;
Lukkhananan y cols., 2015).
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La hipertension arterial inducida por la intoxicacion cronica de cadmio ha sido atribuida a
varios mecanismos, entre los cuales se encuentra un incremento del estatus oxidativo con la
consecuente disfuncion endotelial (Kukongviriyapan y cols., 2016; Rahimzadeh y cols.,
2017). Con el fin de profundizar en el mecanismo de la hipertension inducida por el
tratamiento crénico de cadmio, el presente trabajo de tesis evalud la funcion endotelial por
medio de la cuantificacion del efecto relajante de la ACh y del efecto contractil de la
fenilefrina con procedimientos que otros autores han realizado (Tzotzes y cols., 2007,
Yoopan y cols., 2008; Angely y cols., 2013; Almenara y cols., 2013). Pero una
particularidad de nuestro trabajo es la evaluacion de la funcion endotelial por medio de la
cuantificacion del efecto contractil de la 5-HT y de un analogo de Tromboxano A,
(U46619) que participan en la vasocontriccion de la pared vascular (Keegan y cols., 2000;
Thomas BJ and Wanstall., 2003; Félétou y cols., 2009; Lopez y cols., 2011; Kaumann y
cols., 2006, Garcia y cols., 2009; Smyth y cols., 2010).

8.2.2 Estudios de reactividad in Vitro

Cuantificacion del efecto relajante de la ACh. Se ha sugerido que el endotelio vascular es
un blanco principal de la toxicidad del cadmio (Prozialeck et al., 2008; Yoopan Yy cols.,
2008] debido a un incremento del EO (Almenara y cols., 2013; Kukongviriyapan y cols.,
2004). Con la exposicion de 8 semanas de cadmio (40 y 80 ppm) en las aortas y lecho
mesentérico observamos una disfuncion endotelial, mostrada a través de la disminucion de
la relajacion evocada por ACh. En un modelo de exposicion cronica a cadmio induce la
presencia de disfuncion endotelial caracterizada por la disminucion de la respuesta relajante
a acetilcolina en anillos adrticos (Yoopan y cols., 2009), que concuerda con los resultados
encontrados en este proyecto. Una posible explicacion es que el cadmio se puede unir a los
grupos tioles (-SH), de los receptores muscarinicos esto conllevaria a disminuir las
respuestas inducidas por ACh. Se conoce que los grupos tioles son de gran importancia
para la estructura y funcion de las proteinas. La modificacion de estos grupos conduce a la
pérdida de actividad proteica (Bandyopadhyay et al., 1997). Por lo tanto, la disminucién de
las respuestas del receptor muscarinico a ACh en este estudio probablemente se debe a la
interaccion del cadmio con los grupos tioles de los receptores muscarinicos. Sin embargo,

en nuestro estudio no se encontraron cambios significativos en la pD2, por lo tanto esta
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evidencia farmacodinamica indica que no hay cambios en la sensibilidad de los receptores.
Otra propuesta sobre el mecanismo de la disfuncion endotelial inducida por intoxicacion
cronica de cadmio estéd basada en un incremento del estrés oxidativo (Cuypers y cols 2010;
Yves Nzengue y cols., 2007; Obaiah Jamakala and Usha Rani 2016).

Con los agonistas contractiles observamos que la fenilefrina no promueve un incremento de
la respuesta contractil en los anillos de aorta de ratas tratadas con de 40 ppm de cadmio,
pero anillos de aorta de ratas tratadas con de 80 ppm de cadmio este agonista adrenérgico
indujo una hipercontraccion como reflejo de la disfuncion endotelial. Este hecho indicaria
que las dosis bajas de cadmio no contribuirian a la hipertension y que a dosis altas la
disfuncion endotelial podria contribuir al aumento de presion de cadmio. Los resultados
con el lecho mesentérico ratas de las tratadas con de 40 ppm y 80 ppm de cadmio con los
agonistas contractiles encontramos que la fenilefrina y la 5-HT inducen una
hipercontraccion de forma independiente de la dosis, a diferencia de los anillos aorticos
(que presentaron efecto dependiente de la dosis de tratamiento).

Las curvas concentracion-respuesta a 5-HT y al agonista de TXA; nos indica que el cadmio
induce una disfuncion endotelial dependiendo de la dosis de tratamiento, por lo tanto la 5-
HT y el TXA; estarian participando en la hipertension inducida por exposicion crénica de
cadmio. A la fecha, no se han reportado efectos de la 5-HT en modelos de exposicion
cronica a cadmio; sin embargo, se ha reportado en otros tipos de hipertension a nivel clinico
cambios en los niveles séricos de 5-HT en pacientes con HAS e hipertension pulmonar
[Keegan y cols., 2000; Thomas BJ and Wanstall., 2003]. Los resultados observados por
TXA, mostraron que ambas concentraciones empleadas de cadmio en aorta, inducen un
incremento de la respuesta contractil. Se ha demostrado que los prostanoides regulan el
tono vascular. Kelly y cols; (2013) reporta que el efecto del TXA, se suma al incremento de
la respuesta contractil a fenilefrina en aorta de ratas hipertensas inducida por cadmio. Sin
embargo no existe informacion puntual sobre la participacion del TXA; en la HAS inducida
por el cadmio; se ha demostrado que el TXA,, derivado del &cido araquiddnico, estimula la
activacion y agregacion de plaguetas, constriccion de los vasos, la proliferacion y la

mitogénesis de las células del musculo liso vascular teniendo un papel importante en la
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regulaciéon del tono vascular durante la hipertension (Dorn y Becker). A través de la
interaccion de los receptores prostanoides que se han descrito tanto en células endoteliales
como en células del MLV (Breyer y cols., 2001, Alfranca y cols., 2007, Tang y Vanhoutte,
2008) mediante la activacion de proteinas G. En este sentido también se ha reportado que la
produccién y la sefializacion de los prostanoides se han encontrado incrementada en las
células del MLV de arteriales de sujetos con hipertension y también se ha asociado en
diferentes modelos animales con hipertension inducidos por angiotensina Il, SHR e
hipertensién pulmonar [Van De Vriese y cols., 2000, Vanhoutte y cols., 2005, 2009,
Vanhoutte y Tang, 2008, Feletou y cosl., 2009].

También se ha reportado que el aumento de la produccion y la actividad de prostanoides
son atribuibles a un incremento en la expresion y/o actividad de las COX (COX-1, COX-2)
y al aumento de la produccion de ERO. Las ERO son considerados factores contractiles
derivados del endotelio (EDCFs), asi como potenciadores / moduladores de las respuestas
del tono vascular [Tang et al., 2007, Tang y Vanhoutte, 2010] en arterias hipertensas
[Vanhoutte et al., 2005; Tang y Vanhoutte, 2010]. Por lo tanto, los resultados obtenidos
hasta el momento indican que ademas de la noradrenalina (a dosis altas), la 5-HT y el
TXA, contribuyen al incremento de la presion generada por cadmio. Los resultados de 5-
HT y TXA; obtenidos se pueden explicar a través de diferentes mecanismos: a un aumento
de la expresion de receptores o al aumento de la sensibilidad de receptores. En este trabajo
no se realizd la determinacién de la expresion de receptores, por lo que, no se puede
descartar la posibilidad de que un incremento en la expresion de receptores inducida por el
cadmio explique la hiperrrespuesta observada. Por otra parte, los valores de pD, obtenidos
para ambos grupos de cadmio no presentan diferencias significativas entre los grupos
estudiados; lo que indica que no se presentan cambios en la sensibilidad de los receptores

involucrados.
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8.2.3 Efecto de la incubacién de apocinina (inhibidor de la NAD(P)H oxidasa sobre la
disfuncion endotelial inducida por cadmio

El mecanismo de la disfuncién endotelial inducida por intoxicacion crénica de cadmio
basado en un incremento del EO se ha estudiado en las Gltimas décadas (Cuypers y cols
2010; Yves N y cols., 2007; Obaiah Jamakala and Usha Rani 2016). Puesto que la
NAD(P)H oxidasa es la principal fuente de radicales superdxido en la pared vascular
(Lopez-Lopez y cols, 2001; Donpunha y cols., 2009; Noonan y cols., 2002) realizamos las
curvas concentracion-respuesta en presencia de apocinina con el fin de evaluar la

participacion de dicha enzima en la disfuncién endotelial inducida por cadmio.

Con la exposicion de 8 semanas de cadmio (40 y 80 ppm) en las aortas de rata observamos
disminucion de la relajacion evocada por ACh, pero la preparaciones provenientes de ratas
tratadas con cadmio que se preincubaron con apocinina no mostraron reduccion de la
relajacion. Por otra parte, con los agonistas contractiles encontramos que la fenilefrina, la 5-
HT y el andlogo de tromboxano inducen una hipercontraccion, pero las preparaciones
provenientes de ratas tratadas con cadmio que se preincubaron con apocinina mostraron un
el efecto contractil semejante a las preparaciones control. Esto indicaria que la disfuncién

endotelial inducida por cadmio es a través de la participacion de la NAD(P)H oxidasa.

En las preparaciones de lecho mesentérico provenientes de ratas tratadas (8 semanas) con
cadmio (40 y 80 ppm) mostraron reduccién en la relajacion a la ACh, pero preparaciones de
lecho mesentérico provenientes de ratas tratadas con cadmio que se preincubaron con
apocinina no mostraron reduccion de la relajacion. Ademas, los resultados con los agonistas
contractiles (Fenilefrina y 5-HT) estan en la misma direccion, puesto que preparaciones de
lecho mesentérico provenientes de ratas tratadas (8 semanas) con cadmio (40 y 80 ppm)
mostraron una hipercontraccion, pero las preparaciones de lecho mesentérico provenientes
de ratas tratadas con cadmio que se preincubaron con apocinina mostraron un efecto
contréctil semejante a las preparaciones control. Esto indicaria que la disfuncién endotelial

inducida por cadmio es a través de la participacion de la NAD(P)H oxidasa.
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Esta hipotesis plantea una disminucion de la biodisponibilidad de ON por un incremento de
EO. La apocinina inhibe a la NAD(P)H oxidasa evita la translocacion de las subunidades
citosolicas solubles p47phox y p67phox a la membrana, un evento que es esencial para el
ensamblaje del complejo funcional NAD(P)H oxidasa. Se ha reportado que la apocinina
atentia la hipertension en un modelo animal de sal de DOCA y que en ratas Sprague-
Dawley expuestas durante 8 semanas a 100 ppm de CdCl,, la administracién de apocinina
(50 y 100 mg / Kg), causa una reduccion significativa en la presion sistélica que habia sido
incrementada por la presencia de cadmio. En este sentido, nuestros resultados concuerdan

con lo planteado por otros autores.

8.2.4 Induccidn del estrés oxidativo y modulacién del sistema antioxidante por cadmio
Respecto a los resultados de los experimentos realizados en este estudio, se observo un
incremento en las concentraciones de MDA y 4-HDA, tanto en los grupos tratados con
cadmio a 40 ppm como a 80 ppm a las 8 semanas con respecto al grupo control en aorta y
lecho mesentérico, estableciendo asi que en este modelo se generaron radicales libres. Estos
incrementos estan en correspondencia con el incremento de presion arterial en las
condiciones mencionadas, por lo tanto, creemos como otros autores que el incremento del
estatus oxidativo participa en la hipertension arterial sistémica inducida por tratamiento

crénico de cadmio.

Estudios recientes han demostrado que el cadmio estimula la produccidn de radicales libres,
potencializando el estrés oxidante celular y dando como resultado el deterioro funcional de
las macromoléculas (Messner y cols., 2009; Cuypers y cols., 2010). Se ha reportado que la
intoxicacion cronica con cadmio causa lipoperoxidacion en diversos tejidos tanto en
modelos in vivo como in vitro (Ognjanovi et al., 2008; Rikans y Yamano, 2000; Tandon et
al., 2003), al generar un incremento de radicales OH, Oy, NO y H,0,. (Obrien y
Salasinski, 1998), e inducir el agotamiento del GSH celular por interaccion con los grupos
SH del GSH (Pathak & Khandelwal, 2007; Obianime y Roberts, 2009; Samarghandian et
al., 2015). Por otra parte, en un modelo de intoxicacion cronica de cadmio (15 ppm por 2
meses, concentracion requerida para intoxicar a una rata y lograr concentraciones séricas de

cadmio hasta el limite toxico de acuerdo a la OMS) (Skoczynska y Marttynowicz, 2005), se
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observo un incremento del estrés oxidativo atribuido por la union a grupos sulfidrilos de las
proteinas y aunado a una disminucion del GSH, aumentan asi la lipoperoxidacion en la
membranas celulares. La induccién de lipoperoxidacion fue asociada a un incremento del
estrés oxidativo, generado por alteraciones en la actividad de enzimas antioxidantes como
SOD, GPx y CAT que constituyen la primera linea de defensa en contra de los radicales
O, y H,0,. También, se observo en el modelo de proteccion con proteina de soya y
caseina, que el incremento del estado oxidativo inducida por Cd fue acompafiado por un
incremento tanto de actividad como de expresion en el ARNm de las enzimas
antioxidantes, sugiriendo una modulacion post-transcripcional y post-traduccional como

respuesta celular al dafio inducido por el cadmio (Oliveira y Batista, 2018).

Por otra parte, se sabe que la lipoperoxidacion juega un papel importante en el grado de
dafio vascular. Recientemente, estudios clinicos de aterosclerosis han sido asociados con el
incremento de los niveles de lipoperoxidacion (Fabbi et al., 2004), el incremento del estrés
oxidativo, y la disminucion de la actividad de enzimas antioxidantes (Ognjanovic et al.,
2008; Sinha et al., 2008). Se ha establecido que el cadmio puede remplazar al hierro y
unirse a la ferritina, lo que provoca un incremento de iones libres de Fe?* e induce la
reaccion de Fenton, favoreciendo asi el incremento de las EROs y generando un dafio en las
membranas de las células endoteliales (Flora et al., 2008). La produccién de EROs y
especies reactivas de nitrégeno (ERNSs) parecen ser un mecanismo relevante de los efectos
toxicos del cadmio en algunos tejidos y dérganos, incluyendo el sistema cardiovasculares
(Beyersmann and Hartwing, 2008; Waisberg et al., 2003), que pueden ser disminuidos con
la presencia de atrapadores de radicales libres (scavengers). El incremento de la produccion
de EROs por cadmio, puede desencadenar procesos como la lipoperoxidacion, dafio al
ADN y modificacion oxidativa de proteinas y enzimas antioxidantes que eventualmente
pueden provocar a la disfuncion y muerte celular del tejido endotelial (Thévenod, 2009;
Valko et al., 2007).

En relaciéon a lo anterior, los resultados obtenidos en las determinaciones de actividad
enzimatica de este estudio, se observo que la actividad de la GPx a las 8 semanas a la

concentracion de 40 ppm de cadmio, se observd que la actividad de la GPx aumenta
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significativamente con respecto al control en ambos tejidos, pero a la concentracion de 80
ppm de cadmio disminuy6 significativamente la actividad enzimética de la GPx con
respecto al grupo control. Se ha descrito que la primera linea de defensa hacia el O, y
H.0,, son las enzimas antioxidantes como la SOD, GPx y CAT. Estas enzimas entre otras
son reguladas por el factor NF- E2 (Nrfl y Nrf2), que se unen a los elementos de respuesta
antioxidantes (ARE) vy regulan la expresion de los genes de enzimas antioxidantes
(Thimmulappa et al., 2002). Se ha descrito que en modelos de estrés oxidativo agudo y en
bajas concentraciones el sistema celular responde aumentando la actividad y expresion de
las enzimas antioxidantes para contrarrestar el dafio celular, sin embargo, cuando la
concentracion del xenobidtico o el tiempo de exposicidn se vuelve crénico, el dafio celular
es tal que ya no se efecttan dichos mecanismos de proteccién y por lo tanto decae la
expresion y actividad del sistema antioxidante enzimatico, como lo que se observa en

nuestros resultados.

El incremento de estrés oxidativo y disfuncion endotelial han sido factores de riesgo para
hipertension y aterosclerosis (Forstermann, 2008). Varios estudios en autopsias han
encontrado una asociacion entre los niveles de cadmio en tejido y las lesiones
aterosclerdticas (Aalbers and Houtman ,1985; Voors et al., 1982). Por otra parte, se sabe
que el GSH desempefia un papel critico en la defensa celular frente a la resistencia
oxidativa participando como sustrato de enzimas, como la glutatién-S-transferasa (GST),
glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR); ademas el Cd es un contaminante
ambiental generalizado que causa disfuncion renal, toxicidad hepética, genotoxicidad y
efectos apoptéticos dependiendo de la dosis (concentracidn), la ruta (via de administracion)
y la duracién (tiempo) de la exposicion, por los que su presencia induce diversos

mecanismos celulares de estrés oxidativo que conllevan al deterioro celular.

Respecto a los resultados obtenidos en la actividad enzimética de GR, se observo que su
actividad a las 8 semanas de exposicion de cadmio tanto en aorta como en lecho
mesentérico a una concentracion de 40 y 80 ppm disminuy6 significativamente con
respecto al grupo control. Se observd que dicho efecto es concentracion dependiente y del

tiempo de exposicion, es decir, que la actividad de la GR presenta una disminucion de la
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actividad enziméatica a mayor concentracion y tiempo de exposicion de cadmio en ambos
tejidos.

Por lo tanto, se establece que la exposicion crénica de cadmio genera lipoperoxidacion en
aorta y lecho mesentérico de ratas tratadas a concentraciones de 40 y 80 ppm y a tiempos
de exposicién de 8 semanas, indicado por el incremento de las concentraciones de MDA 'y
4-HDA, que representan marcadores de la oxidacion de lipidos de membrana. Asi mismo,
se ha descrito que el cadmio reacciona con grupos SH inhibiendo los grupos tioles
intracelulares, especialmente del GSH (Pathak & Khandelwal, 2007), depletando el
principal antioxidante endogeno. Por lo anterior, el cadmio induce estrés oxidativo celular
libre que potencializan la peroxidacion lipidica, haciendo un circulo vicioso sin fin. Por lo
tanto, y en funcidn a los resultados obtenidos podemos sugerir que el aumento en el estrés
oxidativo inducido por cadmio en aorta y lecho mesentérico es establecido por una
disminucion de las defensas antioxidantes y el aumento en la produccion de EROs.
Diversos estudios han mostrado que la exposicion a cadmio también redujo la actividad de
SOD, GPx y CAT en sangre, higado y rifiones de ratas intoxicadas con cadmio. También se
demostré que las actividades de GPx y SOD eran significativamente menores en los
eritrocitos de los trabajadores expuestos a cadmio sugiriendo un importante efecto

oxidativo de este metal y la importante inhibicion del sistema antioxidante.

Recientemente, demostraron que la exposicion crénica a altas dosis de cadmio en el agua
redujo la actividad de las selenoproteinas como GPx en la corteza y el cerebelo de ratones,
lo que se atribuy6 a la expresion génica reducida de estas enzimas. Ademas, Zalups et al.,
(2000) observé que la exposicion al cadmio puede reducir las defensas antioxidantes no
enzimaticas, como GSH. Por el contrario, en otro estudio con exposicion a cadmio, se
observo un aumento en GSH, GR vy actividad de CAT en eritrocitos de mineros, que han
sido atribuidos a mecanismos compensatorios debido a los bajos niveles de exposicion o
respuestas adaptativas a una intoxicacion de metales pesados como el cadmio. La
reduccion en la actividad de GPx conduce a un aumento en las concentraciones de H,0, y
al dafio celular que pueden dar como resultado una elevacion de la actividad de CAT. En
nuestro estudio a la concentracién de 80 ppm de cadmio a un tiempo de 8 semanas la

actividad de GPx en aorta y lecho mesentérico fueron mas bajos en los grupos tratados con

113



cadmio con respecto al grupo control. La razon de la disminucion de la actividad de GPx en
animales expuestos a cadmio podria deberse a la formacion de complejos Cadmio-
selenoproteinas y una disminucion en las concentraciones de GSH derivada de la oxidacion

de sus grupos tioles.

8.3 Estudios de reactividad vascular en un modelo in Vivo

Puesto que los resultados obtenidos con preparaciones in vitro de las aortas de animales con
tratamiento cronico de cadmio muestran la reduccion de la disfuncion endotelial por la
incubacion con apocinina (a las 8 semanas y 80 ppm), se realizaron una serie de
experimentos en ratas con intoxicacion cronica de cadmio acoplado a el tratamiento (in

vivo) con apocinina.

Con respecto a la presion arterial encontramos que las ratas con intoxicacion cronica, pero
con tratamiento con apocinina no presentaron hipertension. Este hallazgo es semejante al
encontrado por el Nwokocha y cols., 2013, que lograron una reduccion de la presién
arterial con el tratamiento con el inhibidor de la NAPH oxidasa de las ratas tratadas con
cadmio 100 ppm en el agua de bebida. Desafortunadamente el incremento de presion
arterial con el cadmio no es persistente es decir se incrementd la presion a la tercera semana
de tratamiento y regreso al nivel basal a las cinco semanas, mientras que la apocinina sola
genera una reduccion o incremento de la presion arterial dependiendo de la dosis. Nosotros

no observamos cambios en la presion arterial con el tratamiento con apocinina sola.

Con la exposicion de 8 semanas de cadmio (80 ppm) en las aortas de rata observamos
disminucion de la relajacion evocada por ACh, pero las preparaciones provenientes de ratas
tratadas con cadmio pero con el co-tratamiento con apocinina no mostraron reduccion de la
relajacion. Por otra parte, con los agonistas contractiles encontramos que la fenilefrina y la
serotonina inducen una hipercontraccion, pero las preparaciones provenientes de ratas
tratadas con cadmio pero con el co-tratamiento con apocinina mostraron un efecto
contractil semejante a las preparaciones control. Estos resultados estan acorde con los
resultados obtenidos con incubacion con apocinina in vitro, por lo tanto esto indicaria que

la disfuncion endotelial inducida por cadmio es a través de la participaciéon de la NAD(P)H
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oxidasa con una oportunidad terapéutica. Se ha sugerido que el endotelio vascular es un
blanco principal de la toxicidad del cadmio (Prozialeck et al., 2008; Yoopan Yy cols., 2008]
debido a un incremento del estrés oxidativo (Almenara y cols., 2013; Kukongviriyapan y
cols., 2004).

En resumen, la intoxicacion por ingesta cronica de cadmio induce hipertension arterial
sistémica derivada de una disfuncion endotelial. Es el incremento del estrés oxidativo la
posible causa de la reduccién del efecto relajante del éxido nitrico. Por otra parte, los
resultados con la aplicacién de apocinina (in vivo e in vitro) indicarian que la NAD(P)H
oxidasa participa en el incremento del estatus oxidativo inducido por el cadmio. Por lo
tanto, la inhibicion de esta enzima podria ser el mecanismo por el cual la apocinina evita la

hipertension arterial sistémica durante la intoxicacion cronica de cadmio

IX CONCLUSIONES
» La intoxicacion aguda de cadmio no genera cambios en el peso, glucosa, presion

arterial sistémica ni en la funcion endotelial.

» La administracion cronica de cadmio induce hipertension arterial sistolica a traves

de la disfuncién endotelial generada por un aumento en el estatus oxidativo.

» La disfuncién endotelial durante la administracion cronica de cadmio esta

relacionada con la participacién con la NAD(P)H oxidasa.

» El tratamiento con Apocinina previene la hipertension arterial sistémica y la

disfuncidon endotelial que se desarrolla durante la exposicién crénica de cadmio.

» La evidencia farmacoldgica indica que en el mecanismo de la hipertension arterial
y la disfuncon endotelial que se desarrolla durante la exposicién crénica de cadmio
participa la NADPH (oxidasa).

X. PERSPECTIVAS

1. Cuantificar la concentracion de cadmio en sangre y los tejidos.
2. Determinar la actividad y/o expresion de la NADPH oxidasa.
3. Evaluar el estatus oxidativo del modelo crénico de cadmio con el tratamiento con

Apocinina.
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