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IMPLICANCIAS DE LOS RECEPTORES DE LAS ENDOTELINAS SOBRE LA REGULACION
CENTRAL DE LA TIROSINA HIDROXILASA Y SUS CONSECUENCIAS SOBRE LA
PRESION ARTERIAL EN RATAS HIPERTENSAS DOCA-SAL.

Resumen. El sistema nervioso central (SNC) tiene un papel preponderante en la regulacion a
corto plazo de la presion arterial. Sin embargo, diferentes estudios muestran que el mismo
participa también en la modulacion a largo plazo. Las endotelinas y sus receptores (ETa y ETs) se
expresan en diversas areas del SNC, muchas de ellas involucradas en la regulacién de la funcion
cardiovascular. Nuestras investigaciones buscan entender la interaccion entre el sistema
endotelinérgico central y la transmisién catecolaminérgica, y su posible participacion en la
modulacion de la funcién cardiovascular tanto en situaciones normales como patolégicas. En el
presente trabajo estudiamos los efectos de la inhibicidn central crénica (7 dias) de los receptores
ETa o de la activacion de los receptores ETs sobre el funcionamiento del sistema
catecolaminérgico en un modelo de hipertension arterial (HTA) sal dependiente como es el
DOCA-sal. Para esto se evalud el sistema catecolaminérgico mediante la determinacion de
diferentes parametros de la tirosina hidroxilasa (TH) en el hipotalamo anterior (HA), el
hipotalamo posterior (HP) y en el bulbo olfatorio (BO). Al respecto, se estudiaron los niveles de
actividad de la enzima, asi como también los niveles de expresion, fosforilacion y su ARNm. Por
un lado, el HA y el HP son nucleos importantes en la regulacion central del sistema
cardiovascular. Por otro lado, el BO se comunica con diversas areas relacionadas con la
modulacion de la actividad cardiovascular, sin embargo, poco se conoce sobre su participacion
en este sentido. En paralelo, se evaluaron las consecuencias a largo plazo de la inhibiciéon ETa o
de la activacion ETs sobre pardmetros hemodindmicos como la presion arterial sistdlica (PAS) y
la frecuencia cardiaca (FC). La inhibicion ETa modulé de manera diferencial los distintos factores
analizados de la TH, principalmente en el HA, el HP y el BO derecho los animales DOCA-sal.
Ademas, debido al tratamiento, la PAS disminuyd significativamente en estos animales
hipertensos. Se observaron resultados similares sobre este parametro hemodinamico al activar
crénicamente el receptor ETs. Concluimos que los receptores de las endotelinas juegan un papel
clave en la modulacién cronica del sistema catecolaminérgico central y en el desarrollo de la HTA
sal dependiente en este modelo animal abriendo un nuevo campo de discusién y experimentacion
sobre los posibles beneficios terapéuticos de encontrar nuevos antagonistas ETa o agonistas ETs

con mayor accion especifica sobre el SNC.

PALABRAS CLAVE: ENDOTELINAS; HIPERTENSION; DOCA-sal; TIROSINA HIDROXILASA;
HIPOTALAMO; BULBO OLFATORIO.



IMPLICATIONS OF THE ENDOTHELIN RECEPTORS ON CENTRAL REGULATION OF
THE TYROSINE HYDROXYLASE AND ITS CONSEQUENCES ON BLOOD PRESSURE
IN DOCA-SALT HYPERTENSIVE RATS.

Abstract. Central nervous system (CNS) has a relevant role on short-term regulation of blood
pressure. However, new findings remark his long-term participation. Endothelins and its
receptors (ETa and ETs) are expressed in various areas at the CNS, many of them involved on
cardiovascular function regulation. Our researches aim to understand the interaction between
central endothelinergic system and catecholaminergic transmission. In the present work we study
the effects of ETa chronic blockade or ETs chronic activation over the functioning of
catecholaminergic system in the development and/or maintenance of salt dependent
hypertension using the DOCA-salt animal model. We assessed the catecholaminergic system
throughout the study of the tyrosine hydroxylase (TH) in both, anterior and posterior
hypothalamus, both important nucleus that participates in the regulation of cardiovascular
system. We also investigate the olfactory bulb. This telencephalic region communicates with
diverse areas related with cardiovascular activity regulation, however, little is known about its
participation in this sense. In parallel, we assessed the consequences of ETa blockade or ETs
activation over systolic blood pressure and heart rate. Chronic ETa blockade modulates TH
mainly at both anterior and posterior hypothalamus and at the right olfactory bulb of DOCA-salt
animals. Also, a significant systolic blood pressure reduction was observed in these animals.
Similar results were observed in this hemodynamic parameter when ETs was chronically
activated. We conclude that endothelin receptors play a key role in chronic central
catecholaminergic system modulation and in the development of salt dependent hypertension in

this animal model.

KEY WORDS: ENDOTHELIN; HYPERTENSION; DOCA-salt; TYROSINE HYDROXYLASE;
HIPOTHALAMUS; OLFACTORY BULB.



“Si quieres ir rapido camina solo
Si quieres llegar lejos ve acompanado”

Proverbio africano
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1. Introduccion

1.1. Hipertension.

La hipertensién arterial (HTA) es una enfermedad multifactorial, de evolucion crénica
y segun el Ultimo informe de la organizacion mundial de la salud, afecta a mas de 1000
millones de personas en todo el mundo. Ya sea directa o indirectamente es la responsable
de mas de 10 millones de muertes por afo, representando en 2008 el 18% del total [1,2].
Segun este articulo, 1/3 de las personas mayores de 25 afios es hipertenso, un 1/3 de los
hipertensos no lo sabe y dentro de los que conocen su padecimiento, 1/3 no responde
apropiadamente a los diferentes tratamientos disponibles hoy en dia [1,2]. La HTA se
caracteriza por cambios hemodinamicos que provocan un aumento sostenido de la presién
arterial sistdlica (PAS) y/o diastdlica (PAD) por encima de los 140 mmHg y los 90 mmHg
respectivamente (Tabla 1) [3,4]. Debido a que no presenta sintomas durante su desarrollo,

Ill

se la conoce como el “asesino silencioso”. Su caracter asintomatico deriva en una alta tasa
de morbilidad y mortalidad debido al dafio ocasionado en érganos blanco como el corazdn,
el rifién, la vasculatura, la retina y el sistema nervioso central (SNC). Por ello, la HTA es
considerada la causa principal de enfermedades cardiovasculares, accidentes
cerebrovasculares y falla renal [1,2].

Aproximadamente el 50% de las muertes de individuos menores de 70 afios a nivel
mundial se deben a patologias no transmisibles como lo es la HTA. En Argentina, esta
proporcidn representa el 80%, siendo el 42 % de ellas por enfermedades cardiovasculares.
El estudio RENATA 2 es el ultimo trabajo realizado sobre la incidencia de la HTA sobre la
poblacién argentina [5]. Si bien fue hecho en el afio 2015 sus resultados aun no fueron
publicados. Por esta razén, debemos apoyarnos en el estudio RENATA inmediatamente
anterior publicado en el afio 2012 [6]. Esta investigacidn reporté que cerca del 34% de los
individuos estudiados eran hipertensos, con una mayor prevalencia en pacientes hombres.
Ademas, el 37% de los hipertensos desconocia su enfermedad. Llamativamente, el 56% de
los individuos hipertensos estaban tratados pero sélo el 27% pudo controlar su presion
arterial (PA) [6].

La investigacion cientifica en el campo de esta enfermedad resulta un factor de vital

importancia ya que, en la mayoria de los casos, la falta de conocimiento acerca de los



mecanismos fisiopatolégicos subyacentes en la génesis, desarrollo y/o mantenimiento de la
HTA la convierten en un serio problema para el sistema de salud a nivel global. Esto no
repercute solamente a nivel humano, en cuanto a su calidad y expectativa de vida, sino
también a nivel econdmico representando un gasto creciente en politicas publicas sanitarias

orientadas a la prevencién y el tratamiento de la HTA [1,2].

Multiples factores llevan al desarrollo y mantenimiento de la HTA. Estos componentes
son de indole genético, ambientales, anatémicos, adaptativos, asociados al sistema
nervioso, humorales, endécrinos, hemodinamicos, etc. [7,8]. Esta complejidad dificulta el
estudio y la compresidn de los mecanismos implicados en la génesis, desarrollo y
mantenimiento de esta patologia. En este contexto, se hace conveniente la clasificacién
segun su factor de origen en esencial y secundaria. La HTA esencial es aquella cuya causa es
desconocida (en general con una fuerte influencia hereditaria) y esto ocurre
aproximadamente en el 90% de los casos [9,10]. Por otro lado, la HTA secundaria es aquella
que muestra algun factor responsable y sucede entre el 5% y el 10% de los casos [11,12]. En
esta ultima, el aumento de la PA puede ser un indicador de alguna enfermedad subyacente
aun mas grave [13]. En muchos de estos pacientes, la HTA puede ser estudiada y controlada
sin la necesidad de un tratamiento crénico. Los factores mas frecuentes de HTA secundaria
incluyen enfermedades de origen renal y endocrinopatias como Cushing, feocromocitoma,
hipertiroidismo e hiperaldosteronismo [13—15]. Algunos de los factores que contribuyen al
desarrollo de HTA incluyen la obesidad, el consumo de alcohol, la edad y diferentes fuentes
de estrés asociadas a la vida en sociedades desarrolladas (trabajo, depresién, ansiedad, mala

alimentacién, etc.) [13,16-20].

CLASIFICACION DE LA PRESION ARTERIAL

Optima <120 <80
Normal 120-129 80-84
PA limitrofe 130-139 85-89
Hipertension arterial
HTA nivel 1 140-159 90-99
HTA nivel 2 160-179 100-109
HTA nivel 3 >180 >110

Tabla 1. Clasificacion de la presion arterial. Valores considerados sin el uso de drogas
antihipertensivas y sin enfermedad aguda. PA: Presién arterial, HTA: Hipertension arterial.
Modificado de “Consenso de hipertension arterial”, Sociedad Argentina de Cardiologia, 2013 [4].



El consumo de 5 gr. diarios de sal contribuye al desarrollo de HTA y de enfermedades
cardiovasculares, entonces resulta alarmante que actualmente el consumo promedio a nivel
mundial sea cercano a los 10 gr. [1,21-23]. En este sentido, diferentes abordajes se han
puesto en practica con el objetivo de prevenir y reducir la incidencia de la HTA. Un estudio
muy importante utilizd una dieta denominada DASH (por su nombre en inglés: Dietary
Approach to Stop Hypertension) basado en la reduccién de la ingesta de carnes rojas y
azucares elevando el consumo de vegetales y frutas. Se observd que esta dieta combinada
con una reduccién en el consumo de sodio disminuye efectivamente la PA tanto en pacientes
normotensos como en hipertensos [24,25]. Otro grupo de investigacién realizd un
seguimiento a largo plazo (10-15 afos) de pacientes sometidos a la dieta TOHP (por su
nombre en inglés: Trials of Hypertension Prevention). Los resultados indicaron que una dieta
con bajo sodio disminuye no solo la PA sino que reduce hasta en un 30% el riesgo de morir
por una enfermedad cardiovascular, padecer infarto de miocardio y/o un accidente
cerebrovascular [26,27].

Esta intima relacién entre el aumento de la PA y la ingesta elevada de sodio se
correlaciona con alteraciones a nivel central [14,16,28]. Un tercio de las personas
normotensas son sensibles al sodio; y en ellos los mecanismos que llevan a un incremento
de la PA parecen implicar modificaciones en la regulacién del SNC (principalmente en la rama
simpatica) y en el sistema renina-angiotensina (SRA) [20,29]. Se ha demostrado que la alta
ingesta de sodio y el consecuente aumento de la PA va acompafiado de alteraciones a nivel
noradrenérgico [30,31]. Ademas, los pacientes que padecen HTA también presentan una
mayor actividad del SNC probablemente inducida por el exceso en el consumo de sal [32]. Si
bien es plausible la interrelacién entre la generacion de HTA ligada al alto consumo de sodio
y acompanada por una desregulacion del SNC, los mecanismos por los cuales se desarrolla

y mantiene el estado hipertensivo no estan claramente identificados [22,23,29,33—-35].

1.2. Regulacion de la presidn arterial.

La PA se define como la presion que ejerce la sangre sobre las paredes de las arterias
y se mide normalmente en milimetros de mercurio (mmHg). Este parametro puede
subdividirse en dos componentes principales: la PA diastélica (PAD), que es el valor minimo
de presion que se observa durante la diastole, y la PA sistdlica (PAS), que es el valor madximo
de presion alcanzado durante la sistole cardiaca. Los valores de PA considerados “normales”

rondan los 80 mmHg para la PAD y 120 mmHg para la PAS (Tabla 1) [4]. La PAD esta



influenciada por el volumen minuto (VM, o gasto cardiaco). A su vez, el VM es el producto
de la cantidad de sangre eyectada en cada latido (VS, volumen sistélico) por el nimero de
latidos por minuto (FC, frecuencia cardiaca). Por otro lado, la PAS estd afectada por la
resistencia total periférica (RTP). La funcidn principal de la regulaciéon de la PA es la de
permitir la correcta circulacion y un adecuado intercambio de gases, nutrientes y desechos
a lo largo de todos los lechos vasculares. Los mecanismos implicados son complejos, pero

puede clasificarse en tres categorias principales [36-41]:

v" Regulacion nerviosa: Estos mecanismos actian mediante reflejos (feedback) o por
anticipacién (feedforward) (figura 1). Ambos tipos de respuestas no son
independientes una de la otra, sino que interactian entre si. Las vias de
retroalimentacién en general son respuestas rapidas de ajuste fino implicando la
modulacion del balance autondmico. El barorreflejo es el clasico ejemplo de este
tipo de mecanismo. Alli, los barorreceptores ubicados en el seno carotideo y el
cayado adrtico censan la PA. Ante un descenso repentino de este parametro
aumentard la descarga autondmica simpadtica. Esto provoca una mayor contraccion
del musculo cardiaco, un aumento de la FC y de la RTP. Este reflejo provoca un
inmediato aumento de la PA. En el caso en que se produzca un subito aumento, la
respuesta predominante serd a través del nervio vago disminuyendo la FC
regularizando la PA.

Los mecanismos de anticipacion también son respuestas rapidas y estan
relacionadas con la regulacion mediada por los comandos centrales superiores
(figura 1) [36]. Estos comandos estan compuestos por distintos nucleos y areas
fuertemente implicados en la regulacion central de la PA. Entre ellos podemos
nombrar el hipotdlamo, la corteza motora, la amigdala y el cerebelo entre otros.
Estos centros actuan sobre el tallo encefdlico modulando la descarga parasimpatica
y principalmente la descarga simpatica [36].

Es importante mencionar otros nucleos y areas relacionadas con la regulacién
central de la fisiologia cardiovascular que modulan la PA, la FC y el balance
hidrosalino. Entre estos encontramos sectores del hipotalamo como el nicleo
paraventricular (NPV) y el nicleo dorsomedial, el locus coeruleus (LC), las cortezas

medial prefrontal e insular y el drea gris periacueductal [33,36,42-50].
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v" Regulaciéon humoral: Los mecanismos humorales de regulacidn de la PA suelen ser
un poco mas lentos al ser comparados con la respuesta nerviosa. Incluyen complejos
mecanismos como el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), las
catecolaminas en la médula adrenal, la hormona antidiurética (ADH, o [VP],

vasopresina) y los Péptidos natriuréticos (ANP, BNP y CNP) entre otros (tabla 2).

v" Regulacion local: Factores como las endotelinas (ETs), el éxido nitrico (ON),
adenosina, los niveles de O, y el CO> modifican el comportamiento de las arterias de
bajo calibre, modulando la capacidad de perfusidn e irrigacién a nivel local en los
distintos tejidos. EI ON, la adenosina y el CO, actian como vasodilatadores, mientras

que las ETs y el O, como potentes vasoconstrictores (tabla 2).
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Figura 1. Esquema ilustrativo de la regulacidon de la presion arterial. Las lineas rojas representan vias
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MECANISMOS DE REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL

S Tono vascular, FC y contractilidad,
Descarga simpatica .
. funciones renales
Nerviosos o
. Tono vascular, FC y contractilidad,
Descarga parasimpatica .
funciones renales
Catecolaminas circulantes FCy la contractilidad del corazén
Sistema renina-angiotensina- aldosterona Funciones renales
Humorales : -
Vasopresina vasoconstrictor
Péptidos natriurético atrial vasodilatador
Endotelinas vasoconstriccién/vasodilatacion
Oxido nitrico vasodilatacion
Prostaglandinas vasoconstriccion
Locales - - —
Adenosina vasodilatacion
Oxigeno vasoconstriccion
Didxido de carbono vasodilatacion

Tabla 2. Mecanismos de regulacion de la presion arterial. Se detallan los factores involucrados en los
diferentes mecanismos de regulacion y sus efectos principales.

1.3. El hipotalamo.

Una de las areas del SNC estudiadas en el presente trabajo de tesis es el hipotdlamo
(Figura 2). Esta regidn del cerebro es una compleja estructura compuesta por areas y
nucleos que integran y regulan diversos mecanismos fisiolégicos tales como el sistema
cardiovascular, el balance energético, el equilibrio hidrosalino, el control de la temperatura
corporal y funciones comportamentales de defensa, agresion y reproduccion
[33,34,42,43,45-47,51,52]. El hipotdlamo recibe constantemente informacién util para
censar en todo momento la situacidn del individuo y su interaccién con el medioambiente.
A su vez, modula el funcionamiento de centros superiores e inferiores para otorgar una
respuesta acorde a cada situacién. Ademas, es una de las regiones del SNC que presenta
mayores cambios funcionales y neuroquimicos en animales hipertensos [14,33,53].

A nivel humoral, el eje hipotdlamo-hipofisario cumple un papel fundamental en la
regulacién de la mayoria de las vias hormonales dado que los factores liberados por el
hipotalamo pueden actuar en la adenohipdfisis a través de los vasos porta largos. En
paralelo, importantes nucleos del hipotalamo como el NPV y el supradptico (NSO) tienen
extensas proyecciones axonales que llegan a la neurohipodfisis y permiten enviar a
circulacion péptidos con funcion enddcrina como por ejemplo la VP.

El hipotalamo se encuentra ubicado en la porcién ventromedial del diencéfaloy puede
ser dividido en anterior (HA), medio y posterior (HP) (Figura 2) [33,54-56]. La porcidén

anterior llega hasta el borde posterior del quiasma éptico. El segmento medio puede



subdividirse en dorsal y ventral, se encuentra apoyado sobre el tallo pituitario separandolo
de la base del cerebro. Por su parte, el HP limita en su extremo caudal con el drea tegmental

ventral del mesencéfalo y los cuerpos mamilares.
1.3.1. Hipotalamo anterior.

El HA esta compuesto por varios nucleos, entre ellos el NSO, la seccidn anterior
del NPV, el nucleo anteroventral del tercer ventriculo (AV3V, o area de Brody) y el
area hipotaldmica anterior (AHA) [57-59]. El drea AV3V de Brody es una regién
fundamental para la regulacidn central de la PA. Tiene como principal componente el
nucleo predptico al que llegan proyecciones desde distintas regiones como el bulbo
olfatorio (BO, otra de las regiones del SNC que estudiaremos en este trabajo de tesis),
el nucleo del tracto solitario (NTS), los drganos circunventriculares, los ntcleos
parabraquiales y catecolaminérgicos de la protuberancia, asi como también desde el
bulbo raquideo [57-61]. Se ha demostrado que la ablacién de esta area en ratas
normotensas de la cepa Sprague-Dawley produce una HTA fulminante [33,60,62] y su
estimulacién eléctrica reduce la PA tanto en animales normotensos como en modelos
animales de HTA como el SHR y el DOCA-sal (utilizado en el presente trabajo) [34,63—
69]. Por otro lado, el AHA posee proyecciones neuronales que alcanzan la zona medial
del diencéfalo la cual esta involucrada en la regulacidon central de la PA tanto en
animales normotensos como hipertensos [70,71]. Alli, neuronas noradrenérgicas
actlan sobre receptores a-2-adrenérgicos que llevan a una reduccién de la PA
[30,34,62,72-76].

La disminucion de la actividad neuronal del HA atenla la respuesta del
barorreflejo incrementando la PA [33,42,77]. Ademas, se demostré que lesiones en
este nlcleo también aumentan la PA [14,33,62] y que el uso de farmacos hipotensores
estimulan la descarga noradrenérgica de esta region [34,68,69]. También se
comprobd que una dieta rica en sodio aplicada en ratas Dahl sensibles a la sal produce
una respuesta importante en distintas areas del HA, llevando a un aumento de la PA.
Estas modificaciones no se observaron cuando estos animales consumieron una dieta
normal [78]. Todos estos trabajos sugieren fuertemente que el HA funciona como un
area simpatoinhibitoria y que la respuesta cardiovascular estaria fuertemente

condicionada por la activacidn o inhibicidon de los nucleos que la componen.
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Figura 2. Representaciones graficas del cerebro de rata. a. vista dorsal (imagen izquierda) y ventral
(imagen derecha). b. vista lateral. En rojo se marcan los bulbos olfatorios, en azul el hipotdlamo anterior
y en verde el hipotdlamo posterior. Modificado de The rat brain in stereotaxic coordinates, Paxinos &
Watson, 2007 y de Rat brain anatomy pictures, 1996 [79,80].

1.3.2. Hipotalamo posterior.

El HP es una conocida regidn simpatoexcitatoria y presenta numerosas
proyecciones aferentes y eferentes provenientes de centros superiores e inferiores,
muchos de ellos implicados en la regulacién central de la funcidn cardiovascular
[33,34,81-84]. Las conexiones aferentes provienen desde la amigdala, el septum, el

hipocampo, la corteza orbital, el sistema limbico, el talamo, el tronco encefdlico, el BO
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y desde el mismo HA (aunque probablemente estas proyecciones sean
bidireccionales) [33,34,79,81,82,84-90]. Por otro lado, las proyecciones eferentes
alcanzan la medula espinal, el cerebro anterior y la regidn cortical, inervando a su vez
otras regiones del hipotdlamo, el talamo, la amigdala y el septum.

Se observo que la activacion del HP aumenta la descarga simpatica y atenda
el efecto bradicardico del barorreflejo [57,88]. Ademas, lesiones en el HP reducen la
PA en modelos experimentales de hipertensién como el DOCA-sal y el SHR [33,91]. En
estos ultimos, se observé una mayor liberacidon de noradrenalina (NA) y de acetilcolina
acompafiada de la incapacidad del acido gamma-aminobutirico (GABA) de inhibir
neuronas dopaminérgicas [33,69,91-93]. Este desbalance de neurotransmisores
podria contribuir al desarrollo y/o mantenimiento del estado hipertensivo [33,91]. A
diferencia del HA, estas evidencias indican que el HP funcionaria como un area
simpatoexcitatoria y que la respuesta cardiovascular también estaria condicionada

por la activaciéon o inhibicién de los nucleos que lo componen.

Lo descripto hasta aqui demuestra que el hipotalamo es una regién fundamental en
la regulacién de la funcién cardiovascular, ya que presenta una alta densidad de fibras
noradrenérgicas y regula la PA tanto en situaciones fisioldgicas como fisiopatoldgicas
[33,34,47,67,86,94-96]. Un reciente trabajo demuestra una relacion entre las dietas de alto
contenido de sodio en distintos tipos de HTA y la importancia de la activacion de un area
hipotaldmica como el NPV lo cual lleva a una mayor actividad vasomotora simpdtica y un
consecuente aumento de la PA [97]. En este sentido, se ha demostrado que el hipotalamo
es crucial en la modulacion central de la descarga simpdtica ante la ingesta crénica de
elevadas cantidades de sal [98]. A nivel estructural, el hipotalamo juega un papel critico en
la HTA. Esto se comprobd al trasplantar células hipotalamicas de animales hipertensos SHR
a animales normotensos que terminaron desarrollando esta patologia [99]. Ademas, la clara
division anatémica y funcional entre el HA y el HP nos lleva a pensar que existe una relacion

estrecha e interdependiente en la regulacion de la funcion cardiovascular.

1.4. Los bulbos olfatorios.

El BO es la estructura encargada de procesar toda la informacion proveniente del
medio exterior mediante la olfaccion. Se encuentra en el extremo anterior del telencéfalo y

estd constituido por dos proyecciones (bulbos izquierdo y derecho) que representan



aproximadamente el 4% del cerebro de la rata (Figura 2) [100]. Cada bulbo posee una
compleja organizacién conformada por capas celulares concéntricas (Figura 3) [101-103].
Desde la capa exterior a la central encontramos: la capa del nervio olfativo (ONL, de su
nombre en inglés Olfactory Nerve Layer) seguida de la capa glomerular (GL, Glomerular
Layer), la capa plexiforme externa (EPL, External Plexiform Layer), la capa mitral (MCL, Mitral
Cell Layer), la capa plexiforme interna (IPL, Inner Plexiform Layer) y finalmente la capa
granulocitica (GCL, Granulocytic Cell Layer). A su vez, cada BO puede separarse en BO
principal (MOB, Main Olfactory Bulb) y BO accesorio (AOB, Accesory Olfactory Bulb) (Figura
3) [102,103]. EI MOB recibe informacién relacionada con los aromas desde el epitelio
sensitivo olfatorio y envia proyecciones hacia las cortezas piriforme y prefrontal, el NTS, la
amigdalay el hipotalamo. En cambio, el AOB tiene como aferencia mds importante el drgano
vomeronasal, relacionado con la deteccidon de feromonas. Esta area envia sus proyecciones
a la amigdala, el NTS y nucleos olfatorios accesorios [104]. Toda la informacidon proveniente
del epitelio olfativo que es proyectada hacia el MOB lo hace por medio del nervio olfatorio
que se encuentra recubierto por células gliales. Dentro del BO, los nervios pierden el
recubrimiento de células gliales y sus terminales glutamatérgicas descargan en los
glomérulos olfatorios de la GL donde se integra toda la informacion [102]. Alli la seial se
procesa a través de interneuronas periglomerulares GABAérgicas y dopaminérgicas entre
otras. Las proyecciones de las GCL llegan hasta esta zona y se proyectan a través del tracto
olfatorio por medio de las células mitrales y empenachadas [104].

El BO tiene numerosas conexiones con otras regiones del SNC y ello proporciona una
idea del amplio espectro de funciones bioldgicas en las cuales estaria involucrado [105]. Esta
regién conecta con areas del sistema limbico como la amigdala, el septum, las cortezas
piriforme y frontoorbital. También, interactla con el drea predptica, la regidon ventromedial
e inclusive con el hipotdlamo [105-111]. Es importante destacar que muchas de estas
regiones y areas tienen una participacion crucial en la regulacion central de la funcién
cardiovascular modificando directamente la PA [110,112-115]. Este es el caso del NTS el
cual es considerado el sitio primario para la integracion de aferencias viscerales como el
barorreflejo [116,117]. Un importante nlcleo noradrenérgico como el LC inerva el BO desde
sus capas centrales disminuyendo la inervacién hacia la periferia del mismo [118,119]. Esta
aferencia neuronal corresponde al 40% de la inervacion extrinseca total y se ha comprobado

que resultan cruciales en la modulacion de la olfaccién y el aprendizaje olfativo [119].



Figura 3. Organizacion del bulbo olfatorio de rata. a. Corte longitudinal del bulbo olfatorio. Se observan
algunas de las diferentes capas celulares que lo componen. G: capa glomerular; MC: células mitrales; AOB:
bulbo olfatorio accesorio. Modificado de Elsaesser y col; 2007 [103]. b. Representacion del corte coronal
del bulbo olfatorio donde se muestran las distintas capas celulares concéntricas. Se marcan a: capa
glomerular; b: capa granular externa; c: capa externa plexiforme; d: células mitrales; e: capa interna
plexiforme; f: capa granular interna y g: capa granulocitica. Modificado de Heine, Galaburda y col; 1986
[101].

Las interconexiones del BO con diversas areas del SNC implicadas en la regulacion de
la funcion cardiovascular permite suponer que esta drea podria jugar un papel importante
en la génesis, desarrollo y/o mantenimiento de la HTA. Existen muchos trabajos en animales
de experimentacion que demuestran la existencia de una relacidn entre la olfaccién, el
balance autondmico y la fisiologia cardiovascular [120]. En este sentido, varias
investigaciones orientadas estudiar la depresién sugieren que esta regién podria estar
relacionada con la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como es el caso de la
HTA. Se observd que pacientes deprimidos presentan un desbalance en la regulacién
autondmica que deriva en hipertensién, en aumento de la descarga simpatica y de la FC,
dislipemia y también enfermedades coronarias [16,121-124]. Por otro lado, en 1937 Allen
y col. demostraron que la exposicion de perros a diferentes estimulos olfatorios produce
alteraciones en la respiracion y la PA [125]. Ademas, en las Ultimas décadas se observo que
ratas consientes expuestas a humo también presentan cambios en la PA, la FCy respiratoria;
acompafiado de un aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico [108,126].

La integridad del BO es necesaria para que el SNC genere una respuesta
simpatoexcitatoria normal ante diversos estimulos fisioldgicos [127,128]. La bulbectomia
bilateral es usada como un modelo experimental de depresidon y demostrd que incrementa

los niveles de NA y la monoamino oxidasa (MAQ) en el tronco encefélico [105-107,109,129].



A su vez, la remocién del BO modula el comportamiento de neurotransmisores como la
serotonina, acetilcolina, glutamato, GABA y NA [105,109,129]. Ademas, este procedimiento
produce cambios enddcrinos, en la termorregulacién y comportamentales con una menor
respuesta sexual y una mayor actividad exploratoria e hiperactividad. También se
observaron cambios en la respuesta inmune vy la funcién cardiovascular
[105,109,112,127,130,131]. Algunos autores postulan que, las variaciones producidas en
este Ultimo punto podrian deberse a las modificaciones en la funcién autondémica [16,132].

Posiblemente, todos estos antecedentes evidencian la existencia de una estrecha
relacion entre el BO y la regulacion de la funcién cardiovascular, sin embargo, los

mecanismos que subyacen a la misma son aln desconocidos.

1.5. El modelo DOCA-sal.

Los multiples factores que llevan al desarrollo de HTA demandan diferentes
herramientas para poder estudiar los distintos aspectos de esta patologia [133]. Existen
distintos modelos animales de HTA donde cada uno posee ventajas y desventajas segun el
enfoque elegido para su estudio [134-136]. Estos modelos pueden ser clasificados de
manera general en genéticos o no genéticos.

Entre los modelos genéticos encontramos frecuentemente: las ratas SHR (de su
nombre en inglés: Spontaneously Hypertensive Rats) y las Dahl sensibles a la sal. Las ratas
SHR son de la cepa Wistar y desarrollan la enfermedad de manera espontanea [137]. Se
utilizan principalmente en el estudio de la HTA esencial [137-139] y en ellas aparecen
complicaciones derivadas del estado hipertensivo como hipertrofia, disfuncidon endotelial e
insuficiencia cardiaca [140-142]. Mientras que las ratas Dahl sensibles a la sal son utiles para
estudiar las implicancias de una dieta con alto contenido de sodio. En estos animales esta
dieta provoca un aumento en los niveles de NA en el hipotdlamo y desarrollan HTA
[33,143,144]. Se observé ademas que la inyeccidn intracerebroventricular (ICV) de NaCl en
estas ratas incrementa la PA y la descarga de NA hacia la periferia [145-147].

Por otra parte, los modelos no genéticos son generados mediante la realizacién de
una cirugia, como es el caso de las ratas Goldblatt 1 y Goldblatt 2, o bien por la exposicidn a
factores hormonales, nutricionales, vasoactivos y estresantes. Estos casos incluyen el
modelo DOCA-sal, ratas con dieta rica en fructosa que desarrollan sindrome metabdlico, la
infusién crénica de angiotensina Il (Ang-ll) o la exposicién a estimulos estresantes

[134,136,148]. El modelo Goldblatt | se caracteriza por la colocacién de un clip en la arteria



del hilio renal, reduciendo el aporte sanguineo en uno de los rinones mientras que se realiza
la nefrectomia del otro. El Goldblatt Il se basa en la colocacién del clip en uno de los rifiones
sin intervenir en el remanente. Las caracteristicas mas importantes de este modelo son que
permiten estudiar los efectos de distintos grados de insuficiencia renal, y la dependencia del
SRA.

En el presente trabajo de tesis utilizamos el modelo DOCA-sal que se caracteriza por
una activacion neuroendocrina, aumento de la actividad simpatica y el desarrollo de
expansién de volumen que conducen a elevacidn de la presién sanguinea (Tabla 3) [53,149].
Este modelo presenta un SRA marcadamente deprimido a nivel periférico, con muy bajas
concentraciones circulantes de angiotensina [149]. Ademads, al desarrollar HTA
independientemente de algin componente genético, es Util para estudiar los mecanismos
neurales de regulacién de la PA y los efectos derivados de la hipervolemia y la ingesta
elevada de sal [149]. Ademas, se ha demostrado que en este modelo las ETs juegan un papel
relevante en el aumento de la PA de manera crénica [53,149,150].

El modelo se realiza en ratas de la cepa Sprague-Dawley y consiste en la
administracién subcutanea de acetato de 11-deoxicorticosterona (DOCA) junto con NaCl 1%
en el agua de bebida [107,150,151]. La concentracién de NaCl puede variar levemente segun
la bibliografia consultada y a veces se utilizan mezclas con KCl. La DOCA es un
mineralocorticoide analogo de la aldosterona y puede administrarse en forma de pellets o
dosis inyectables utilizando como vehiculo aceite de sésamo, maiz o soja [152-159]. La
administraciéon inyectable permite ajustar la dosis en relacidn con el peso, especialmente
cuando se trabaja con animales jévenes. Cuando este modelo se combina con nefrectomia
unilateral se observa el desarrollo de hipertrofia cardiaca y renal, nefroesclerosis;
acompaiado de un rapido desarrollo de HTA fulminante [160]. En cambio, el modelo sin
nefrectomia genera una HTA progresiva que va de leve a moderada dentro de las primeras
5 semanas de tratamiento. También produce un aumento del gasto cardiaco, hipertrofia del
ventriculo izquierdo, disfuncién endotelial, glomeruloesclerosis y una marcada poliuria
(Tabla 3) [107,149,150,161-163].

Si bien no se conoce en detalle los mecanismos involucrados en el desarrollo de HTA
en este modelo, los factores que contribuyen a esta patologia pueden dividirse en no
neurales y neurales [53,161-166]. Por un lado, los componentes no neurales actdan tanto a
nivel central como periférico e incluyen la participacidn del sistema vasopresinérgico, los

péptidos natriuréticos y las ETs, que regulan la actividad cardiovascular y estdn ampliamente



distribuidos en el cuerpo, incluyendo el SNC [33,53]. En este sentido, se ha observado un
aumento de los niveles periféricos circulantes de ETs, en particular de la isoforma 1 (ET-1) y
de la actividad de sus receptores (ETa y ETg) [33,150,152,167-169]. El receptor ETs a nivel
renal responde de manera anormal afectando la regulacién del metabolismo hidrosalino. La
administracion periférica de antagonistas del receptor ETa fue evaluada de diversas
maneras. La administracién oral incrementé los niveles de ET-1 plasmatica y redujo la PA
media (PAM) tanto en controles normotensos como en los animales DOCA-sal [170]. Un
efecto similar sobre la PA se observé en los animales hipertensos al administrarse de forma
intravenosa [152]. Por su parte, la administraciéon central de ETs en el drea gris
periacueductal redujo la PAy la FC de estos animales [171]. Asimismo, la administracién ICV
de bloqueantes del receptor de aldosterona, asi como también algunos diuréticos lograron

reducir la PA [172].

EFECTOS DEL TRATAMIENTO DOCA-sal

Aumento de la actividad simpatica
Aumento de la liberacidn de vasopresina
Neural/Neurohormonal Aumento de la expresion del receptor AT1R

Disminucion de la expresion del receptor AT2R
Disminucion de la expresion de la ACE2
Aumento de la hipertrofia del ventriculo izquierdo
Aumento del diametro de los miocitos
Aumento del gasto cardiaco
Aumento de la fraccion de eyeccion
Aumento de la resistencia periférica
Alteraciones en el barorreflejo
Aumento de la retencidn de sodio
Aumento de la retencién de agua

Cardiovascular

Rend Aumento de la liberacion de aldosterona
Desarrollo de hipertrofia renal
Aumento de la infiltracion de células T
Aumento de IFN-y
Inmune

Aumento de IL-17

Aumento de TNF-a

Tabla 3. Efectos del tratamiento DOCA-sal. Se detallan los componentes afectados
por el tratamiento DOCA-sal en las distintas partes del cuerpo. Adaptado de Basting
y col; 2017[149].

A nivel periférico se observé que la VP también estaria involucrada tanto en el
desarrollo como en el mantenimiento de la HTA de este modelo (Tabla 3) [165]. Se encontrd
una mayor descarga de esta neurohormona a nivel plasmatico acompafiada con un
incremento de sus sitios de unién en el lecho mesentérico de animales DOCA-sal [173].

Ademads, es importante destacar que los bloqueantes de Ang-Il no reducen la PA en este



modelo [174] por lo cual se lo considera independiente del SRA al menos a nivel periférico.
Por el contrario, algunos trabajos indican que en este modelo los sitios de unién al receptor
de Ang-ll estan aumentados en la corteza cerebral, el NPV y en el drea postrema, sugiriendo
una mayor actividad a nivel central del SRA [175,176].

Varios trabajos demuestran que la DOCA actuaria aumentando la sensibilidad del SNC
al sodio, potenciando el apetito por la sal [149,177-180]. Esto facilitaria el aumento de la
PA debido a la ingesta en exceso de dicho ion. El modelo DOCA-sal seria dependiente de
este factor desde el inicio del tratamiento. Asi, se vio que la administracion central de
blogueantes de canales de sodio reduce la PA [181]. Ademas, se encontraron niveles de
osmolaridad elevados tanto en sus fluidos corporales como en el liquido cefalorraquideo
(LCR) acompafiado de altos niveles plasmaticos sodio [157,158]. La deteccidn de este ion en
el SNC se realiza a nivel de los drganos circunventriculares, principalmente en el érgano
subfornical (SFO, de su nombre en inglés: Subfornical organ). Alli, se expresa un canal sodio-
especifico y altamente regulado en células ependimarias y astrocitos [182]. Altos niveles del
ion activan la apertura del canal y mediante un complejo mecanismo, neuronas GABAérgicas
inhibirian el accionar de otras neuronas implicadas en la regulacién de la ingesta de sodio.
En este sentido, se demostré que la produccién local de la isoforma 3 de las ETs (ET-3), en
el SFO modula la sensibilidad del canal por el ion [182]. En coincidencia, se observo que el
blogueo central de los canales epiteliales de sodio, ENaC (de su nombre en inglés: Epithelial
Na* channel), produce una disminucion de la PA en animales DOCA-sal y disminuye la
expresion de cFOS (factor de transcripcion aumentado en los animales DOCA-sal) en el NPV
sin afectar otros centros simpaticos inferiores [183]. Todo esto indica que la modulacién
neuroendocrina del NPV también seria fundamental en el modelo DOCA-sal [183]. A nivel
periférico, la retencién de sodio se ve facilitada dado un aumento en el tono simpatico renal
de las ratas DOCA-sal lo cual parece ser un factor muy importante en el desarrollo y
mantenimiento de la HTA de este modelo [184].

Por otro lado, existen los mecanismos neurales (Tabla 3). Estos actuan principalmente
provocando un aumento de la descarga simpdtica [184]. El sistema catecolaminérgico esta
alterado en el desarrollo de la HTA de este modelo [75,184]. Por ejemplo, a nivel periférico
la cantidad de vesiculas catecolaminérgicas, la duracién de la secrecion de las mismas y la
cantidad de catecolaminas secretadas ante un estimulo es mucho mayor en las ratas DOCA-
sal que en las normotensas [185]. A nivel SNC, se demostré que la ablacién del area

postrema o del area AV3V de Brody impide la elevacién de la PA y disminuye los niveles de



NA en el tronco cerebral de las ratas DOCA-sal [53,72,186,187]. Ademas, se comprobé que
la estimulacién del LC en este modelo lleva a incrementos aun mayores de la PA [93].
También se observé que la estimulacion del hipotdlamo aumenta la descarga simpaticay la
respuesta presora sobre los vasos en mayor proporcidn en los animales DOCA-sal que en las
ratas normotensas [188]. Consecuentemente, se ha demostrado que el recambio de NA en
el tallo cerebral es menor mientras que, en el corazdn, en otros tejidos y en los niveles
plasmaticos este recambio estd incrementado. Paralelamente, se vio que la disminucién de
la actividad de neuronas catecolaminérgicas en el HA resulta esencial para la sensibilidad a
la sal en este modelo de HTA [189]. Estos resultados sugieren que la menor actividad de vias
centrales inhibitorias o el aumento de la actividad de vias excitatorias noradrenérgicas
podrian llevar a una descarga simpatica aumentada [33,68,150,184,190].

Aunqgue el modelo DOCA-sal se ha estudiado ampliamente a nivel periférico, los
mecanismos centrales subyacentes en su génesis, desarrollo y mantenimiento aldn no han
sido completamente dilucidados [154,155,191,192]. No se conoce con exactitud cudl es el
papel a nivel SNC de los sistemas endotelinérgico y catecolaminérgico en este sentido. Sin
embargo, estos trabajos demuestran la existencia de una fuerte relacion entre el consumo
de sal, el sistema endotelinérgico, la actividad catecolaminérgica y la regulacion de la PA en

este modelo de hipertension.
1.6. El sistema catecolaminérgico.

Las catecolaminas son compuestos organicos formados por un nucleo catecol y un
grupo amino cuya principal funcién es la de actuar como neurotransmisores. Entre ellas, las
mas importantes en términos fisioldgicos son la dopamina, NA y adrenalina [193]. Los
niveles de catecolaminas y sus funciones biolégicas estan reguladas por los distintos pasos
de la neurotransmision. Estos pasos incluyen la sintesis, el empaquetamiento en vesiculas,
el transporte, la liberacién desde células cromafines y neuronas, las caracteristicas de sus
receptores, la recaptacidon por parte de las células secretoras y adyacentes, asi como
también su degradacion [194]. Los detalles de la sintesis de catecolaminas pueden

observarse en la figura 4 [195].
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1.6.1. Regulacidn de la tirosina hidroxilasa.

La tirosina hidroxilasa (TH) regula el paso limitante en la biosintesis de las
catecolaminas convirtiendo la L-tirosina en L-DOPA [196,197] (figura 4). Esta enzima es
considerada un marcador especifico de neuronas catecolaminérgicas y esta presente en el
SNC (incluyendo el hipotdlamo y el BO), la médula adrenal y en tejidos inervados por el
sistema nervioso simpatico [194,196,198-201].

La TH pertenece a la familia de enzimas hidroxilasas de aminoacidos dependientes de
biopterina y hierro [202,203]. Estructuralmente es un tetrdmero, donde cada subunidad
posee un dominio N-terminal regulatorio y un dominio C-terminal catalitico con un peso
molecular entre 50-60 Kda (Figura 5.a-c) [196,198]. Para desempefiar en O&ptimas
condiciones su actividad la TH requiere de varios cofactores entre los que se encuentran la
tetrahidrobiopterina, el oxigeno y el hierro [196,198,199,203]. La regulacion de la TH es muy
compleja, sus niveles de expresion y actividad dependen de mecanismos que actian a corto

y a largo plazo (Figura 5) [194-199,204,205].

v" Regulacion de la tirosina hidroxilasa a corto plazo: Estos mecanismos incluyen la
inhibicion por retroalimentacién (negative feedback), la regulacion alostérica y
principalmente el equilibrio entre las distintas formas fosforiladas y desfosforiladas
de la enzima [194,198,199,206].

La inhibicién por retroalimentacion ocurre ante un aumento del producto final
principalmente por dopamina y NA. Las catecolaminas forman un complejo con la
TH-Fe3* disminuyendo su actividad, pero a su vez le otorgan una mayor estabilidad
[198,199,203]. Por otro lado, existe un equilibrio entre el estado de fosforilacién y
desfosforilacién de la enzima que determina su nivel de actividad (Figura 5.d). Este
equilibrio depende de distintas fosfatasas y quinasas que responden a una amplia
variedad de estimulos fisioldgicos. Las fosforilaciones o desfosforilaciones que mas
influyen sobre la actividad y estabilidad de la TH ocurren en diferentes aminodcidos
serina ubicados en el dominio regulatorio. Estos sitios son las serinas situadas en la
posicién 8, 19, 31 y 40 (Figura 5.e) [194,198,199,202,207]. La serina 8 es fosforilada
por el complejo p34cdc2 y p58 cyclin-A (dc2/cyclin-A) principalmente involucrado
en la regulacidon de la divisién celular. Hasta el momento no se conoce si la
fosforilacién en este sitio repercute sobre la actividad o estabilidad de la TH. La

serina 19 es fosforilada principalmente por la CaMKIl y por la MAPK. Si bien esta



fosforilacién no activa directamente la TH, en presencia de la chaperona 14-3-3
induce un cambio conformacional en la enzima que la hace mas susceptible a la
fosforilacién en la serina 40 [199]. Por su parte, la activacion de la via PKC permite
que la MAPK pueda fosforilar la serina 31. Este evento produce un aumento
moderado de la actividad de la TH [208]. Por ultimo, la serina 40 es el sitio mas
promiscuo y produce un significativo aumento de la actividad enzimatica. Las
quinasas que actuan fosforilando la TH en la serina 40 son primordialmente la PKA,
PKC, PKG y la CaMKII [195,198,199,202,207,209,210]. Si bien la fosforilacién es
considerada un mecanismo de regulaciéon enzimadtica a corto plazo también
interviene en la modulaciéon de la activacién y estabilidad de las TH sintetizadas de
novo como consecuencia de procesos regulatorios a largo plazo [194,198,199,211—
216]. Por otro lado, en cuanto a la desfosforilacion de la TH, la PP2A y la PP2C son
las dos principales fosfatasas involucradas (Figura 5.d) [199,217,218]. La PP2A
interviene en la desfosforilacion de las serinas 19 y 31 solo cuando la TH estd en
bajas cantidades o cuando su fosforilacidon en la serina 40 es reducida [219]. En
cambio, a altas concentraciones de TH prevalece la desfosforilacion por parte de la
PP2C [198,199]. Ademas, la velocidad de desfosforilacidon de la serina 40 por parte

de la PP2A disminuye cuando la serina 19 se encuentra fosforilada [199].

Regulacion de la tirosina hidroxilasa a largo plazo: En término de horas o dias la
regulacién de la TH esta modulada por distintos mecanismos. Estos involucran la
sintesis y estabilidad de su ARNm, fendmenos de splicing alternativo, regulacion de
la traduccion y la estabilidad de la enzima. En este sentido, diversos trabajos
muestran que la administracion de glucocorticoides, nicotina o el stress por
inmovilizacion pueden producir modificaciones de los niveles del ARNm de la TH
[220-225]. Si bien altos niveles del ARNm de la TH no siempre implican una mayor
expresion y/o actividad de esta enzima, frente a diversos estimulos esta modulacién
diferencial del gen de TH bien podria conducir a cambios en el comportamiento
postraduccional [194,198,199]. La regién 5 del gen de TH contiene diversas
secuencias homdlogas a elementos regulatorios altamente conservados en rata,
ratdn, bovino y humano. Estos elementos incluyen: AP1, octamer, Spl y CRE entre

otros [226—228]. Los factores de transcripcidon mas relevantes en la modulacién de



la sintesis del ARNm de la TH son CREB (de su nombre en inglés cAMP response

element-binding), c-Fos y c-Jun [196,198,205,229-232].
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Se demostré que la activacion de las vias PKA, PKCy el uso de agentes que movilizan
calcio inducen la expresion del gen, involucrando el accionar de estos factores de
transcripcién [194,196,198,199,205,229-232]. En este sentido, la administracién de
cocaina conduce a un aumento en los niveles del ARNm vy la actividad de la TH
estimulando factores de transcripcion que se unen a sitios AP-1y CRE [227]. Por otra
parte, se sabe que sustancias que modulan la funcién catecolaminérgica a diferentes
niveles, alteran la expresion del mensajero y/o la actividad de la enzima

[194,198,199].

1.6.2. Efectos sobre la regulacion de la presion arterial.

El sistema catecolaminérgico central juega un papel fundamental en la regulacién de
la fisiologia cardiovascular y en los puntos anteriores hemos comentado que la HTA altera
su funcionamiento [20,31-33]. Se observdé que las dietas altas en sodio modifican el
comportamiento de las catecolaminas centrales incrementando la PA [14,16,28,177-
180,233]. También, alteraciones en el sistema catecolaminérgico central llevan a
modificaciones en la descarga simpatica que contribuyen al desarrollo de hipertension y
falla cardiaca, no solo en humanos sino que también en distintos modelos animales de
experimentacion [14,32,33,46,234-240]. En este sentido, advertimos que el dafio al sistema
catecolaminérgico en ciertos puntos del SNC atenla esta patologia. Ademas, se demostré
gue sustancias que disminuyen la PA modulan el funcionamiento de neuronas
noradrenérgicas a nivel central. Asimismo, distintas situaciones patoldgicas, que incluyen la
HTA, alteran la funcion catecolaminérgica modificando la expresién del ARNm y/o la
actividad de la TH [195-199,204-206,241]. Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios
realizados, el papel del sistema catecolaminérgico central en la regulacién crénica de la PA

y su implicancia en la HTA aun es poco claro.

1.7. Elsistema endotelinérgico.

1.7.1. Las endotelinas.
Las ETs son las sustancias vasoconstrictoras mas potentes conocidas, componen una
familia de isopéptidos de 21 aminodcidos y en su estado maduro se las clasifica en ET-1, ET-

2y ET-3 (Figuras 6y 7) [242,243]. Cada variante proviene de un gen diferente, y son producto

de una serie de procesamientos enzimaticos desde su estado inicial como pre-pro-



endotelina hasta su estado maduro luego de ser modificadas por la enzima convertidora de
endotelinas (ECE) (Figura 6) [244,245]. Las ETs estan distribuidas a lo largo de todo el
organismo, incluyendo el SNC [113,244-246]. La ET-1 es considerada la de mayor respuesta
vasoconstrictora y fue identificada periféricamente en células endoteliales, cardiomiocitos,
células musculares vasculares de la aorta, células epiteliales y mesangiales renales, células
de Sertoli, entre otras. Ademas, en el SNC esta presente en terminales neurosecretoras de
la neurohipdfisis, en somas de neuronas y astrocitos de dreas como el hipotalamo y el BO
entre otras [113,169,242,244,247-252]. La ET-2 se encuentra principalmente en el
endotelio vascular y en otros tejidos como el rifién, intestino, miocardio, placenta y utero
[248,250]. Por su parte, la ET-3 a nivel periférico se encuentra en el epitelio pulmonar,
intestinal y renal entre otros tejidos, mientras que actua regulando la proliferacién y

desarrollo de neuronas y astrocitos en diferentes areas del SNC [169,248-251].
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Figura 6. Biosintesis de endotelinas. Se detallan los distintos pasos de la sintesis de endotelinas tomando
como ejemplo la ET-1. Modificado de Kohan y col; 2011 [244].



1.7.2. Los receptores de las endotelinas.

Las ETs median sus acciones bioldgicas a través de dos tipos de receptores, ETay ETg
(Figura 7). Estos receptores se expresan en la membrana plasmatica de diferentes tipos
celulares y pertenecen a la familia de receptores acoplados a la proteina G (GPCRs, de su
nombre en inglés G-protein coupled receptors) [113,244,245,247,250,252-255]. Las
distintas ETs difieren en la afinidad por el receptor ETa. Por un lado, la ET-1 es la que
presenta mayor afinidad por el receptor ETa, seguida de la ET-2 y luego la ET-3 (Figura 7).
Por otro lado, no se encontraron diferencias de afinidad entre las ETs respecto del receptor
ETs (Figura 7) [113,244,247,250,252,256,257]. Asimismo, las afinidades de ETay ETg por ET-
1 son muy similares. Cabe destacar que existe un tercer tipo de receptor denominado ETc
descubierto en Xenopus laevis que tendria homologia estructural con ETa y ETg [258]. Sin
embargo, aun no se ha demostrado su presencia en mamiferos. Por otra parte, diversos
autores sustentan la existencia de otros receptores de ETs denominados atipicos o no
convencionales (ETax y ETex). Esta idea surge de la observacién de respuestas fisioldgicas y
farmacoldgicas atipicas frente a los agonistas y antagonistas que definen a los cldsicos
receptores [211,212,247,250,253,259-266]. Una explicacién alternativa plantea que los
clasicos receptores ETa y ETs podrian formar homo o heterodimeros [267,268]. Ademas,
teniendo en cuenta que el ARNm del receptor ETa puede ser procesado mediante splicing
alternativo [245,269], existe la posibilidad de que estas variantes también puedan ser parte
de las combinaciones heterodiméricas.

Existen diversos agonistas y antagonistas Utiles para identificar ambos receptores de
ETs con importantes funciones farmacoldgicas en distintas enfermedades, entre ellas la HTA
(Figura 7) [270-277]. Entre los antagonistas especificos para el receptor ETa se encuentran:
BQ-610, BQ-123, FR139317, PD156707. Sin embargo, no existe hasta el momento un
agonista selectivo para ETa. Por otro lado, el antagonista principal para el receptor ETg es
BQ-788. Mientras que la lista de agonistas para este receptor estd compuesta por: IRL-1620,
Sarafotoxina 6¢ (S6¢) y BQ-3020 [245,253,278].

Los receptores de las ETs se expresan en una gran variedad de tejidos, entre ellos se
encuentran el musculo liso vascular, cardiomiocitos, fibroblastos y neuronas [279,280]. La
activacion estos receptores desencadena multiples cascadas de sefializacién intracelular
proporcionando un amplio abanico de efectos bioldgicos. Estos efectos se dan

principalmente a nivel de la fisiologia enddcrina y neuroendocrina, la regulacién del



crecimiento y proliferacion celular, la regulacion de la excrecidn de electrolitos y la fisiologia

cardiovascular y renal [113,244,245,247,252,256,281,282].
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Figura 7. Las endotelinas y sus receptores. Esquema de las endotelinas (ET-1, ET-2 y ET-3) y sus afinidades
relativas por el receptor ETa (flechas azules) y ETs (flechas verdes). En la parte inferior se detallan los
distintos agonistas (en rojo) y antagonistas (en azul) de los receptores de endotelinas. Modificado de
Kohan y col; 2011 y Davenport y col; 2016 [244,245].

Las vias de sefializacion activadas por las ETs son muy complejas y muchas veces
interconectadas. Los mecanismos activados dependeran del tipo receptor (ETa 0 ETg), de la
proteina G que se estimule (Gs, Gq, Go, Gi), del tipo celular, tejido y de los niveles de ETs
circulante [113,253,280,283-285]. La variedad de vias que activan los receptores de ETs y
sus multiples efectos sustentan su clasificacidn como receptores promiscuos. Entre los
diferentes mecanismos encontramos: la fosfolipasa C (PLC) que lleva a la activacion de la

CAMK y la CAMKII; la via PKC; la via de la adenilato ciclasa (AC) que activa la PKA y en



particular, el receptor ETs activa la via de GMPc y de la éxido nitrico sintasa (NOS)

[69,113,211,247,282-284,286-303].

1.7.3. Endotelinas centrales, el sistema catecolaminérgico y la
fisiologia cardiovascular.

Las ETs y sus receptores se expresan en regiones y areas del SNC relacionadas con la
regulacién de la actividad simpatica, el control de la fisiologia cardiovascular y el balance
hidrosalino [113,244,304—-306]. Se demostré la presencia del sistema endotelinérgico en
estructuras como: el NPV, el bulbo raquideo, el nucleo supradptico, nucleos hipotaldmicos
ventromediales, el HA, el HP y en el BO [113,128,265,305]. Es importante resaltar que todas
estas regiones presentan a su vez un importante nimero de neuronas y terminales
catecolaminérgicas [113]. Ademas, en el BO no sélo se ha demostrado la presencia de ETs
sino también de sus receptores y otros péptidos reguladores como las angiotensinas y los
péptidos natriuréticos, sin embargo, no se conoce aun el papel que todos ellos ejercen es
esa region [128,129,131,307]. Trabajos realizados en nuestro laboratorio demostraron que
a nivel del SNC las ETs producen cambios en los diferentes pasos de la transmision
catecolaminérgica, avalando su posible papel como neuropéptidos moduladores
[113,161,162,211,212,259-261,266,286,287,308]. En este sentido, se demostrd que las ETs
se encuentran en mayor concentracion en el LCR que en el plasmay en la corteza estimulan
la liberacidon de catecolaminas [33,68,123]. Ademas, la administracion de ETs a nivel central
produce un marcado incremento de la PA, y aumenta los niveles plasmaticos de
catecolaminas y VP [113,304,309-316]. Asimismo, la inyeccién tanto ICV como la
administracion topica de ETs induce cambios en el patrén cardiorrespiratorio, acompafado
de alteraciones en la actividad de neuronas vasomotoras y respiratorias [113]. Nuestro
grupo demostrd que las ETs modulan la liberacidon de NA en el HA a través de la activacién
del receptor ETg y la via del ON [282,286], y que también producen cambios en el HP [286].
Otras publicaciones muestran que la administracion de ET-1 en el ventriculo lateral del
cerebro o en el area postrema produce una importante respuesta vasopresora
[113,281,317,318]. Por otra parte, la inyeccién de ET-3 en el tercer ventriculo del cerebro
induce una respuesta inhibitoria en la ingesta de agua en ratas sometidas a estimulos
exogenos o enddgenos, sugiriendo un posible papel de las ETs en la regulacién del balance
hidrosalino [319]. Incluso, se observé un aumento de la actividad simpatica producido por

las ETs administradas centralmente. Este efecto se revierte al realizar un bloqueo a nivel



ganglionar pero no asi por el uso de antagonistas de la Ang-ll y la VP [113]. Diversos autores
proponen que las ETs modulan a largo plazo el tono vascular tanto en condiciones
fisiolégicas como fisiopatoldgicas [169,281,294,320]. Ademas, todas estas publicaciones
sugieren que las ETs administradas centralmente mediarian sus efectos sobre la
vasoconstriccion y la PA a través de un aumento de la actividad simpatica [33,113,128,304].

Muchos trabajos avalan la idea de que en patologias como la HTA (y en otras no
vasculares también) el sistema endotelinérgico podria estar alterado [33,244,245,257]. A
nivel periférico, la activacién del receptor ETa produce vasoconstriccidon y se ha demostrado
mediante su inhibicién que estd implicado en la generacién de HTA experimental en
diferentes modelos animales [154,168,244,321]. Por otro lado, estudios de nuestro
laboratorio muestran que ambas ETs aumentan la actividad de la isoforma neuronal de la
NOS (nNOS), a través de la activacion del receptor ETs en el HA de ratas [282].
Periféricamente, el receptor ETg presenta un rol dual sobre la regulaciéon del tono vascular,
por un lado actua a nivel endotelial incrementando la produccidon de ON y prostaglandinas
que son las responsables de su efecto vasodilatador, y por otro produce vasoconstriccion
actuando directamente sobre la musculatura vascular lisa [244,247]. Sin embargo, a pesar
de todo lo expuesto, alin no se conocen los mecanismos por los cuales el sistema
endotelinérgico central actuaria en la regulacién de la funcién cardiovascular, tanto en

estados normales como patoldgicos [113,161,162,211,212,259-261,266,286,287,308].
1.8. Asimetrias funcionales.

Se han realizado muchos estudios con el objetivo de comprender la importancia de
las asimetrias anatdmicas y funcionales en el sistema nervioso. Estas desigualdades estan
presentes en todos los animales y cada vez es mas habitual encontrar que un hemisferio del
cerebro presenta un papel preponderante para ciertas funciones fisioldgicas, mientras que
el otro hemisferio lo tiene para otras.

Se observd que frecuentemente estas asimetrias bilaterales estan involucradas en la
modulaciéon neuroendocrina y la transmisién neuronal [322-324]. Se reportaron
desigualdades en importantes areas del cerebro de rata y de ratédn como el hipocampo, la
corteza, el hipotdlamo y el BO [101,322,325-329]. En este sentido, los receptores de
mineralocorticoides en el hipocampo de ratéon presentan una distribucién donde la
hemiporcidon derecha es la predominante [322]. Una tendencia similar se ha descripto

respecto de los niveles de NA en el hipotdlamo de distintos animales [330]. En relaciéon a la



HTA, varios trabajos muestran que la regidén derecha del cerebro estd mas relacionada con
el control de la funcidn cardiovascular que la izquierda [323,331]. Se demostro la existencia
de una via descendente asimétrica en el hipotdlamo dorsomedial relacionada con la
regulacién cardiovascular. Alli se observé que la activacidn de la porcién derecha causaba
una taquicardia mayor en comparaciéon con la izquierda [323]. Ademas, los autores
encontraron que cada hemiporcidn hipotaldmica modulaba de manera diferencial la PA, la
FC y la actividad simpatica renal [323]. Asimismo, se vio que pacientes con HTA esencial
muestran una mayor liberacidn de NA en la vena yugular derecha que en la izquierda y que
la estimulacidn del nodo sinoatrial derecho, comparado con el izquierdo, produce un mayor
aumento de la FC [332—-334]. Por su parte, Heine y col. encontraron una asimetria anatomica
entre las dos hemiporciones del BO siendo la derecha mas grande que la izquierda [101].
Estos hallazgos se repiten para otros mamiferos en otras areas, en las cuales la regién
derecha es mds grande que su contraparte izquierda [325]. Nuestro laboratorio fue el
primero en reportar un comportamiento asimétrico entre las hemiporciones derecha e
izquierda tanto en el HA como en el BO de ratas DOCA-sal [161].

Por otro lado, también se observaron respuestas simpaticas asimétricas en la corteza
insular de ratas Sprague-Dawley y monos Macaca fascicularis, halldndose que la porcidn
derecha evoca una respuesta mayor que la izquierda [67,331,335]. Este estudio apoya la
idea de que la regulacion de la PAy la FC poseen una dependencia mayor del I6bulo derecho
del cerebro donde se encuentran neuronas implicadas en el control del barorreflejo
[330,331,335]. Otro trabajo demostrd que la inyeccién intraperitoneal de lipopolisacaridos
produce una mayor simpatoexcitacién debido a la liberacidon de NA en la rama derecha del
sistema nervioso simpatico [336]. Algunos estudios sugieren que en todas las formas de HTA
la NA es mayor en dreas derechas del cerebro, apoyando la idea de que el control central de
la funcidn cardiovascular es asimétrico. Estos antecedentes reportan una amplia variedad
de casos de asimetrias funcionales y anatémicas en el cerebro, incluyendo areas como el
hipotalamo y el BO. Muchas de estas asimetrias estan relacionadas con la actividad
catecolaminérgica y la fisiologia cardiovascular, sin embargo, su relevancia fisioldgica aun es

desconocida.

1.9. Antecedentes de nuestro laboratorio.

Nuestro laboratorio estudia los efectos de las ETs sobre el sistema catecolaminérgico

central y sus consecuencias sobre el sistema cardiovascular en situaciones fisioldgicas y



patoldgicas como la HTA. Inicialmente hemos investigado el papel de las ETs a corto y
mediano plazo en la modulacién del sistema catecolaminérgico en el hipotdlamo y el BO de
animales normotensos de la cepa Sprague-Dawley. Luego, analizamos la importancia de
estos sistemas en un modelo de HTA como el DOCA-sal. En los ultimos afios, decidimos
indagar sobre los efectos de la modulacion aguda de los receptores de las ETs sobre el
sistema catecolaminérgico central y sobre parametros hemodindmicos como la PA tanto de
animales normotensos como DOCA-sal. A continuacién, se describen los principales

hallazgos logrados por nuestro grupo de investigacion:

1.9.1. Modulacién del sistema catecolaminérgico por endotelinas
en el hipotalamo.

v El hipotalamo en animales normotensos: A través del trabajo de di Nunzio y col.
en 2002, hemos observado que en el HA de animales normotensos la administracion
ex-vivo (tejido aislado) de ET-1 y ET-3 disminuye la liberacién de NA a través de un
mecanismo que involucra la participacién del receptor ETg [286]. Estos resultados
mostraron la activacion de la cascada de sefiales que involucra la via ON-GMPc-PKG
y el receptor GABA-A. Ademads, fruto del trabajo de Morgazo y col. en 2005 y
Perfume y col. en 2008, vimos que, a través del mecanismo mencionado
anteriormente, las ETs reducen la actividad a corto plazo de la TH, disminuyendo en
el mediano plazo también su expresién y fosforilacion [211,287]. En el trabajo
publicado por Hope vy col., demostramos que la administracion de ET-1 reduce la
captacidn de NA por disminucidn en la actividad su transportador neuronal (NET, de
su nombre en inglés: norepinephrine transporter) de manera dependiente de la
concentracion, mientras que ET-3 produce el efecto contrario [308]. Esto muestra
gue existe una modulacién endotelinérgica de la captacién de NA a través del NET
gue depende del tipo de ET que actue. Los resultados sugieren que las ETs, mediante
una menor activacion de la TH, disminuyen la produccion y liberacién de
catecolaminas en el HA. Esto podria proporcionar una menor respuesta
simpatoinhibitoria sobre otras regiones moduladas por esta area [211,259,287].

En el HP encontramos que la ET-1 y la ET-3 incrementan la liberacién de NA en el
corto plazo [266]. Las ETs también disminuyeron la recaptacién de esta amina de
manera dependiente de la concentracién aplicada [261,308]. Ademds, vimos que

ambas ETs incrementan todas las variantes fosforiladas de la TH. En este caso se



observé la implicancia de la via ON-GMPc-PKG, asi como también la CaMKII
[259,287]. Por otra parte, a largo plazo las ETs aumentaron la transcripcién del
ARNm de la TH, asi como también su expresién proteica, fosforilacién y actividad
enzimdtica. Esto requirié de la activacién de AC y la CaMKII [211]. Los resultados
sugieren que las ETs, mediante una mayor activacién de la TH, incrementa la
produccidn vy liberacién de catecolaminas en el HP. Esto induciria una mayor

respuesta simpatoexcitatoria sobre otras regiones moduladas por esta area.

El hipotalamo en animales DOCA-sal: Abramoffy col. realizaron experimentos ex-
vivo, en el hipotdlamo y el BO de ratas DOCA-sal [161,162]. Se observd que la
expresion, fosforilacién y actividad de la TH estaba disminuida en el HA de estos
animales hipertensos al ser comparado con animales normotensos (Abramoff et al.,
resultados no publicados). Ademas, se encontré una disminucion de la descarga
noradrenérgica acompafiada de un aumento en la captacién de dicho
neurotransmisor. Estos resultados muestran una menor actividad catecolaminérgica
en esta region simpatoinhibitoria en el modelo DOCA-sal. Por el contrario, la
estimulacién a corto plazo del HA con ETs produjo un aumento de la expresion y
actividad de la TH. Sin embargo, esto fue acompafiado por una disminucidn en la
liberacion de NA y de la actividad su transportador. Esto parece indicar que el
estimulo endotelinérgico lleva a la acumulacién de NA en los terminales
noradrenérgicos del HA sin influir en su liberacion. Cabe recordar que, a su vez, el
aumento en la concentracién de catecolaminas puede producir la inhibicion de la TH
por producto final.

Por otra parte, el HP de los animales DOCA-sal mostré una mayor expresion,
fosforilacién y actividad de la TH. También se observé un incremento de la liberacién
de NAy en los niveles y actividad del NET [162]. La incubacién del HP con ETs mostré
un aumento en la fosforilacién de las serinas 31 y 40 de la TH y un consecuente
incremento de su actividad enzimatica. Esto fue seguido de una mayor liberacién de
NA y expresion del NET que condujo a una mayor recaptacion [162]. Asi, los
resultados sugieren que en el corto plazo, el estimulo endotelinérgico exacerbaria
aun mas la descarga noradrenérgica de esta region simpatoexcitatoria en las ratas
DOCA-sal [162].

Resultados mas recientes, correspondientes al trabajo de la Dra. Guil ([337], Tesis

Doctoral, 2017; Guil et al., en proceso), muestran que en animales DOCA-sal la



administraciéon ICV, aguda (1 hora), de un antagonista ETo o un agonista ETg
disminuyen la actividad de la TH en el HP, teniendo como consecuencia una
disminucion de la PA. También se observd que en esta drea hay una mayor expresion
del receptor ETa respecto del ETs, sugiriendo que la respuesta observada seria
primordialmente a través del primero. Ademas, se encontré que estos receptores
colocalizan con neuronas catecolaminérgicas a nivel de drea hipotaldmica posterior.
Esto permite sugerir que, si la modulacién del sistema endotelinérgico lleva a un
aumento en la actividad catecolaminérgica y a una mayor simpatoexcitacién, los
cambios en la PA podrian ser explicados, al menos en parte, por este mecanismo.
Por otro lado, no se observaron alteraciones en la respuesta del HA frente a los
tratamientos a corto plazo de los receptores ETa y ETs. Tampoco se vieron
diferencias en las cantidades relativas de estos receptores que, ademas al ser
comparado con el HP, no mostraron una colocalizacién significativa con neuronas

catecolaminérgicas.

1.9.2. Modulacion del sistema catecolaminérgico por endotelinas
en el bulbo olfatorio.

v El Bulbo olfatorio en animales normotensos. La incubacion a corto plazo del BO de
ratas normotensas tanto con ET-1 como con ET-3 aumentan la fosforilacién de la TH
en las serinas 19y 40, llevando a un incremento de su actividad. Esto ocurrio a través
de la activacion de los receptores ETay ETg e involucraron la participacion de las vias
CAMKII, PCK y PKA [260]. Ademas, el tratamiento con ETs a largo plazo llevd,
mediante la activacién del receptor ETa, a un incremento del ARNm de la TH, de su

expresion proteica, su fosforilacion y en consecuencia también de su actividad [212].

v El Bulbo olfatorio en animales DOCA-sal: Los animales hipertensos presentaron
niveles de expresién, fosforilacion y actividad superiores a los animales
normotensos [161]. En particular, se encontré una asimetria funcional entre ambas
hemiporciones del BO en estos animales, siendo la regién derecha la que exhibid
mayores cambios. Por otro lado, la incubacidn a corto plazo del BO con ETs produjo
una disminucién de la expresion, fosforilacion y actividad de la TH [161]. Mas
recientemente, los resultados correspondientes al trabajo de Tesis Doctoral de la
Dra. Guil [337], muestran que en los animales DOCA-sal hay una mayor expresiéon

del receptor ETa al ser comparado con los normotensos. Ademas, se demostré que



tanto ETa como ETs colocalizan con neuronas catecolaminérgicas. Se observé
también que la administracién ICV del antagonista ETa (BQ-610) o del agonista ETg
(IRL1620) por el plazo de una hora en los animales hipertensos reduce
significativamente la actividad de la TH. Estos resultados se vieron acompafiados por
una disminucion de la PA. De manera similar a lo observado en el HP, los efectos en
el BO de los animales DOCA-sal mostraron una actividad catecolaminérgica
aumentada que, junto con los resultados hallados mediante el bloqueo agudo ETa 0
la activacién ETg sobre la PA, apoyan la hipdtesis de que esta regién telencefalica
podria ser un factor importante tanto en la modulacion de la funcién cardiovascular
como de la génesis, mantenimiento y/o desarrollo de la HTA. Estos resultados se ven
sustentados con datos recientemente obtenidos en el laboratorio en donde Ia
bulbectomia bilateral en animales hipertensos DOCA-sal produjo una disminucién

de la PA.



2. Hipotesis y objetivos

A lo largo de la introduccién de este trabajo de tesis se puso en evidencia la
importancia de una enfermedad de evolucidn crénica como la HTA. Hemos descripto sus
caracteristicas y la multiplicidad de factores que interactian en el desarrollo de esta
patologia, asi como también sus efectos sobre los érganos blanco. Realizamos un repaso de
las estadisticas disponibles hasta la fecha, basandonos en datos epidemioldgicos tanto
nacionales como internacionales que hablan de lo silenciosa y peligrosa que es esta
enfermedad de alcance mundial. Ha quedado claro que se trata de un grave problema para
el sistema de salud. Esto no sélo tiene consecuencias econémicas sobre los paises, por tener
gue desarrollar programas de concientizacion, prevencion y tratamiento, sino también a
nivel humanitario dada la alta tasa de morbilidad y mortalidad que los efectos derivados de
la HTA tienen sobre las personas. A pesar de todos los esfuerzos realizados por los distintos
grupos de investigacién, los mecanismos que actlan en el origen, desarrollo y
mantenimiento de la hipertension son poco claros y en ciertos casos desconocidos. Hemos
puesto un especial énfasis en la importancia del consumo desmedido de sal en la dieta y su
contribucidn al incremento de la PA y las enfermedades cardiovasculares.

Describimos también los distintos mecanismos involucrados en la regulacidn de la PA,
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, en el corto y en el largo plazo.
Resaltamos el papel de los componentes centrales y sus consecuencias sobre el sistema
nervioso simpatico y parasimpatico sin dejar de lado las vias humorales y locales. En este
sentido, destacamos el papel de dos areas importantes del sistema nervioso central: el
hipotalamo y el BO. Definimos las caracteristicas anatémicas y fisioldgicas del HA, el HP y el
BO, siempre en relacidn con sus implicancias en la regulacion de la funcidn cardiovascular y
la HTA. Por un lado, subrayamos la importancia del HA y el HP en relacién con el control
hemodindmico y la modulacidn del balance autonédmico. Por otro lado, en el BO, si bien la
relacién y dependencia con la funcidn cardiovascular es mds distante y muy poco estudiada,
se demostré que su integridad resulta fundamental para el correcto control de respuestas
cardiovasculares. Estudiando estas areas nos enfocamos en dos sistemas centrales de gran
relevancia para este trabajo de tesis: el sistema catecolaminérgico y el sistema
endotelinérgico cuyos componentes principales fueron analizados en detalle. Vimos cémo

las catecolaminas centrales son fundamentales (principalmente la NA) en la modulaciéon



tanto a corto como largo plazo de la PA y en la hipetensién, probablemente mediante la
modulaciéon de la descarga simpdtica. En este sentido, los antecedentes de nuestro
laboratorio mostraron la existencia de una interaccidn entre el sistema endotelinérgico y la
transmisién noradrenérgica en el HA, HP y el BO de animales normotensos, asi como
también en el modelo de HTA DOCA-sal. Las caracteristicas de este modelo animal de
experimentacién animal fueron expuestas en detalle, remarcando su importancia en el
estudio de la HTA sal dependiente con un componente neuroendocrino en su génesis y
desarrollo. Asimismo, en experimentos de tejido aislado demostramos de qué manera las
ETs modulan diferencialmente la transcripcion del ARNm de la TH, asi como su expresion,
fosforilacién y actividad enzimatica. Esto fue realizado primero en tejidos de ratas
normotensas y posteriormente en tejidos de ratas DOCA-sal. Los ultimos descubrimientos
del laboratorio fueron en relacién con la implicancia a corto plazo de los receptores de las
ETs sobre la modulacion del sistema catecolaminérgico en las regiones centrales antes
nombradas y sus consecuencias sobre la PA. Encontramos que el bloqueo central y agudo
(1 hora) de los receptores ETa o la activacion de los receptores ETg disminuye la actividad de
la TH en el HP y en el BO de las ratas DOCA-sal, sin presentarse cambios en el HA. Estos
experimentos fueron realizados in-vivo y tuvieron como consecuencia una disminucién
significativa de la PA. Ademas, la distribucion y colocalizacién de los receptores de las ETs
con neuronas TH positivas en esas areas, sugieren que las respuestas observadas serian
principalmente a través del receptor ETa.

Sobre la base de todo lo expuesto, dado que observamos que las ETs centrales
modulan rapidamente el comportamiento del sistema catecolaminérgico en el hipotdlamo
y el BO con consecuencias sobre el sistema cardiovascular del modelo DOCA-sal y teniendo
en cuenta las diferencias en la regulacién a corto y largo plazo de la PA, nos preguntamos si
las interacciones observadas de manera aguda se ven modificadas a lo largo de un

tratamiento crénico. Por ello planteamos como hipdtesis que:

“El sistema endotelinérgico endégeno central regula el comportamiento a largo
plazo de la transmision noradrenérgica y esta interaccion estaria involucrada en

el mantenimiento y desarrollo de la hipertension arterial en el modelo DOCA-sal”



En este contexto, definimos como objetivo general:

“Investigar la participacion del sistema endotelinérgico endégeno central en la
regulacion a largo plazo de la expresion y actividad de la tirosina hidroxilasa en
el hipotalamo anterior, posterior y los bulbos olfatorios de ratas normotensas e
hipertensas DOCA-sal. Asimismo, estudiar la correlacién de estos efectos sobre

la presion arterial y la frecuencia cardiaca”

El abordaje experimental adoptd los siguientes objetivos especificos:

1) Inhibicidn crénica del receptor ETa in-vivo: Administracién ICV de un antagonista
especifico (BQ-610) durante 7 dias, tanto en ratas normotensas como hipertensas

DOCA-sal.

a. Mediciéon de la PAS y la FC para analizar los efectos del bloqueo crénico ETa
sobre estos pardmetros hemodindmicos.
b. Evaluacion del estado del sistema catecolaminérgico mediante el estudio de
la actividad de la TH en el HA, HP, el BO izquierdo y derecho.
c. Estudio de la expresién y estado de fosforilacion de la TH en el HA, HP, el BO
izquierdo y derecho.
d. Evaluacion de los niveles de expresién del ARNm de la TH en el HA, HP, el BO
izquierdo y derecho.
2) Activacion cronica del receptor ETg in-vivo: Administracion ICV de un agonista
especifico (IRL1620) durante 7 dias, tanto en ratas normotensas como hipertensas

DOCA-sal.

a. Mediciéon de la PAS y la FC para analizar los efectos la activacidn crdnica ETg
sobre estos pardmetros hemodindmicos.

b. Evaluacion del estado del sistema catecolaminérgico mediante el estudio de
la actividad de la TH en el HA, HP, el BO izquierdo y derecho.

c. Estudio de la expresion y estado de fosforilacion de la TH en el HA, HP, el BO
izquierdo y derecho.

d. Evaluacién de los niveles de expresién del ARNm de la TH en el HA, HP, el BO

izquierdo y derecho.



3. Materiales y métodos

3.1. Animales.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley (outbread Crl:CD) con un peso
corporal aproximado de 150 g provenientes del Bioterio Central de la Facultad Farmacia y
Bioquimica (FFyB), de la Universidad de Buenos Aires (UBA). Los mismos contaban con los
certificados de analisis microbioldgicos que aseguraba la calidad para el trabajo
experimental. Los animales fueron alojados en el Bioterio de |la Catedra de Fisiologia (FFyB-
UBA) y el Instituto de la Quimica y Metabolismo del Farmaco (IQUIMEFA-UBA-CONICET)
bajo la supervision de dos técnicos profesionales en Bioterio. Se colocé un maximo de dos
animales por jaulas de acrilico, bajo condiciones constantes de temperatura (2212 °C) y
humedad (45-55 %), con ciclos alternados de luz/oscuridad de 12hs, con acceso al agua y
comida ad libitum. Todos los experimentos fueron realizados siguiendo las
recomendaciones de la Guia internacional de principios para la investigacién biomédica
utilizando animales de laboratorio [338] y la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio [339]. Ademas, los procedimientos experimentales fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la FFyB-UBA
(CICUAL-FFyB-UBA, Nota: 031013-5; Exp-FYB N ° 56106/2013). Se realizaron todos los
esfuerzos posibles para minimizar el nimero de ratas utilizadas y el estrés causado en los
procedimientos. A continuacién, se describen los distintos pasos del protocolo experimental

detallado en el esquema de la Figura 8.
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Figura 8. Esquema del protocolo experimental. Ratas de la cepa Sprague-Dawley fueron separadas en dos
grupos, uno normotenso (Nt) y otro DOCA-sal. El grupo DOCA-sal recibié dos veces por semana una dosis
de 15mg/kg de DOCA y bebié agua con 1% NaCl. En la mitad de la cuarta semana se realiz6 la cirugia para
la colocacidn de la bomba osmética (recuadro gris) y se conformaron los distintos grupos experimentales
para los tratamientos crénicos (7 dias) con BQ-610 e IRL1620. En el centro de la figura se indican los dias
de medicion de la PAS y la FC previo al tratamiento (en negro) y durante el tratamiento (en rojo, marcado
como horas de tratamiento). Finalmente, a las 168hs de tratamiento se sacrificaron los animales (en azul).

3.2. Desarrollo del modelo DOCA-sal.

Los animales con un peso aproximado de 150 + 20 g fueron divididos al azar en dos
grupos, uno normotenso (Nt) y otro al cual se le realizo el tratamiento DOCA-sal (Figura 8).
Todas las ratas fueron pesadas dos veces por semana y se registré el volumen de agua
consumido. El grupo normotenso fue provisto de agua y el DOCA-sal de agua con 1% de
NaCl. El grupo DOCA-sal fue inyectado subcutdneamente dos veces por semana con acetato
de 11-deoxicorticosterona (DOCA, Sigma-Aldrich Inc., San Luis, MI, USA) (Figura 8). La dosis
fue ajustada de acuerdo con el peso corporal (PC) del animal en una relacion de 15mg
DOCA/kg (se utilizo aceite de sésamo como vehiculo, 1ml/15mg DOCA). La suspension de la
droga se prepard siempre el dia anterior a la inyeccién de cada animal dejandola en
agitacién toda la noche y cubierta con papel aluminio [161,162]. El modelo DOCA-sal fue

desarrollado durante 4 semanas y media. Con el objetivo de controlar el correcto desarrollo



del modelo de HTA se evalué dos veces por semana la PAS y la FC tanto en los animales Nt
como los DOCA-sal mediante el método plestimografia de cola, controlador NIBP
(ADInstruments NIBP model 125 Sydney, Australia) y adquisicion de datos PowerlLab 8/30
(ADInstruments Model ML 870, Sydney, Australia) utilizando un transductor de pulso para
ratas (Modelo 5160R, Panlab/Harvard Apparatus, Barcelona, Espafia). Este procedimiento
se describe mas adelante en el apartado 3.3.4. Al final del experimento cuando los animales
fueron sacrificados, se extrajo el corazén para calcular el indice de hipertrofia del ventriculo
izquierdo (IHVI). Para esto se utilizd el peso del ventriculo izquierdo (V1) y el PC del animal
el mismo dia del sacrificio, teniendo en cuenta que no haya diferencias entre el peso de los
animales Nt y DOCA-sal. EL IHVI se calculé como la relacidn de peso del VI respecto de peso
total del animal (PC), IHVI = VI/PC [340]. A continuacidn, se describen los parametros

estudiados para la caracterizacién del modelo experimental.
3.2.1. Caracterizacion del modelo DOCA-sal.

El modelo DOCA-sal desarrolla una HTA progresiva dentro de las primeras 5
semanas de tratamiento. Esto se ve acompafiado por otros marcadores derivados del
aumento de la PA como por ejemplo el desarrollo de hipertrofia del VI [149,161,162].
Como se menciond anteriormente, lo largo de todo el procedimiento experimental se
evalud el PC, el consumo de agua, la PAS, la FC y el IHVI como parametros para
evidenciar el correcto desarrollo del modelo DOCA-sal.

La curva de crecimiento (Figura 9) mostré que no hubo diferencias entre los
grupos estudiados (Tabla 4)y que los valores estuvieron de acuerdo a lo esperado
segun el estandar para las ratas macho de la cepa Sprague-Dawley [341,342]. Al dia 1
del experimento los animales tuvieron un PC que varié entre 127-170 g (con un
promedio global de 149 g). Al momento de la cirugia (dia 24) los animales pesaron
aproximadamente 300-340 g y fueron sacrificados (dia 31) con un PC 320-365g
(promedio global de 344 g) (Figura 9).

Por otra parte, se observé un mayor consumo de agua en los animales DOCA-
sal comparados con los animales Nt (Figura 10). Esto es de esperar dado que los
primeros consumen agua al 1% NaCl y fueron inyectados con DOCA que, como se
menciond anteriormente, actuaria aumentando la sensibilidad del SNC al sodio,
potenciando el apetito por la sal [149,177-180]. El volumen calculado fue ponderado

por cada 100g de PC del animal para independizarse de esta variable.
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Figura 9. Curva de crecimiento. Se describe el crecimiento de las ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley utilizadas en el presente trabajo de tesis desde 4 dias antes del inicio del experimento hasta
finalizado el tratamiento crénico con el agonista ETa o el antagonista ETs. No se observaron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos. NUmero de animales: 18-20 (controles),
7-10 (tratamientos BQ-610/IRL1620).
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Figura 10. Consumo de agua. Se describe el consumo de agua diario de las ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley utilizadas en el presente trabajo de tesis desde 3 dias antes del inicio del
experimento hasta finalizado el tratamiento crénico con el agonista ETa o el antagonista ETs. Las
ratas DOCA-sal consumieron agua con NaCl al 1% y las Nt consumieron agua sin agregado de sal.
Numero de animales: 18-20 (controles), 7-10 (tratamientos BQ-610/1RL1620).
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Figura 11. Presion arterial sistdlica durante el desarrollo del modelo DOCA-sal. a. Se describen los valores
de la PAS (mmHg) en funcién del tiempo (dias y semanas) para los animales normotensos (Nt) y los que
recibieron el tratamiento DOCA-sal. Se realizaron dos mediciones semanales desde el dia 1 al dia 22. b.
Valores de PAS al dia 22 (semana 4), los animales DOCA-sal tuvieron un aumento de la PAS de 38 mmHg
comparado con el grupo Nt. Estos resultados son utilizados como referencia del estado previo (48hs antes)
al tratamiento crénico con BQ-610 o IRL1620. *** p < 0,001 vs Nt. NUmero total de animales: 111.
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Figura 12. Frecuencia cardiaca durante el desarrollo del modelo DOCA-sal. a. Se describen los valores de
la FC (BPM) en funcion del tiempo (dias y semanas) para los animales normotensos (Nt) y los que
recibieron el tratamiento DOCA-sal. Se realizaron dos mediciones semanales desde el dia 1 al dia 22. b.
Valores de FC al dia 22 (semana 4), no se encontraron diferencias entre los animales DOCA-sal y el grupo
Nt. Estos resultados son utilizados como referencia del estado previo (48hs antes) al tratamiento crénico
con BQ-610 o IRL1620. Numero total de animales: 111.

El registro de la PAS durante los primeros 22 dias del protocolo mostré que, a
partir de la segunda mitad de la semana 2 (dia 11), las ratas DOCA-sal se despegaron
de los controles Nt de manera gradual, llegando al dia 22 (48hs antes de la cirugia)
con una HTA evidente (Figura 11.a). Para ese momento, los animales Nt tuvieron una
PAS de 120 + 1 mmHg mientras que los DOCA-sal alcanzaron los 158 + 1 mmHg (Figura
11.b). A su vez, no hubo variaciones significativas entre ambos grupos en cuanto a los

valores de FC durante estas semanas (Figura 12.a). De esta forma, los animales Nt



tuvieron una FC de 367 £ 3 mmHg mientras que los DOCA-sal de 366 + 4 mmHg (Figura
12.b). Estos valores concuerdan con el desarrollo del modelo DOCA-sal y la diferencia
de PAS nos permitié evaluar posteriormente los efectos de los tratamientos crénicos
(bloqueo del receptor ETa o la activacion del receptor ETg) sobre estos pardmetros.

Adicionalmente, se realizd el cdlculo del IHVI para ambos grupos controles. Al
final del protocolo DOCA-sal (dia 31) los animales fueron pesados y sacrificados. En
ese momento se extrajo el corazén y se obtuvo el peso del VI para calcular la relacién
VI/PC y obtener asi el IHVI. Para poder utilizar este parametro es importante que no
haya diferencias significativas entre los PC de ambos grupos. Efectivamente, no hubo
diferencias en el PC (Figura 13.a) y el IHVI mostré un aumento del 42% en las ratas
Control DOCA-sal (Figura 13.b).

Finalmente, y a la vista de los resultados, el andlisis de todos estos factores

ratificé el apropiado desarrollo del modelo DOCA-sal.
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Figura 13. indice de hipertrofia del ventriculo izquierdo en el modelo DOCA-sal. a. Se describe el
peso corporal de los controles normotensos (Control Nt) y DOCA-sal (Control DOCA-sal) una vez finalizado
el experimento. No se encontraron diferencias entre ambos grupos. La igualdad en el peso corporal
permite evaluar la relacién entre el peso del VI y el peso total del animal. b. indice de hipertrofia del
ventriculo izquierdo (IHVI). Se observé un incremento del 41% en el IHVI de los animales DOCA-sal. ***
p < 0,001 vs Control Nt. Numero total de animales: 41.

3.3. Cirugias y procedimientos experimentales.

Durante la mitad de la cuarta semana (el dia 24 del experimento), los animales fueron
sometidos a una cirugia de acuerdo con el manual de técnicas experimentales y quirurgicas
en animales de laboratorio [343]. En esta cirugia se realizé la colocacidn de una bomba de

microinfusion osmética cargada con el antagonista ETa (BQ-610) o bien con el agonista ETg



(IRL1620) (Figura 8). Se utilizaron dos posibles dosis para cada droga segun se detalla en la
tabla 4. A continuacion se describen los grupos experimentales, el armado y colocacion de
las bombas osmdticas, el protocolo de medicién de la PAS/FC y la obtencién de los tejidos

de interés (HA, HP, BO izquierdo, BO derecho y corazén).
3.3.1. Grupos experimentales.

Las ratas Nt y DOCA-sal fueron divididas en diferentes grupos segun el
tratamiento asignado durante la semana final del experimento (Figura 8). Para realizar
la administracion central créonica de BQ-610, de IRL1620 o vehiculo (liquido
cefalorraquideo artificial, LCRa), los animales que componen los grupos Nt y DOCA-sal

fueron distribuidos como indica la tabla 4.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Nt LCRa -

DOCA-sal LCRa -

Nt + BQ610 (12ng/h) BQ610 12ng/h
Nt + BQ610 (24ng/h) BQ610 24ng/h
DOCA + BQ610 (12ng/h) BQ610 12ng/h
DOCA + BQ610 (24ng/h) BQ610 24ng/h
Nt + IRL1620 (45ng/h) IRL1620 45ng/h
Nt + IRL1620 (90ng/h) IRL1620 90ng/h
DOCA + IRL1620 (45ng/h) IRL1620 45ng/h
DOCA + IRL1620 (90ng/h) IRL1620 90ng/h

Tabla 4. Grupos experimentales. En las filas superiores se describen los controles
normotensos (Nt) e hipertensos (DOCA-sal). En las filas centrales se observan los grupos
que recibieron la inhibicién crénica ETa tanto para los animales normotensos como
hipertensos, divididos a su vez en las dos posibles dosis del antagonista (12 o 24ng/h).
En las filas inferiores se detallan los grupos que recibieron la activacidn cronica ETg tanto
para los animales normotensos como hipertensos, divididos a su vez en las dos posibles
dosis del agonista (45 o 90ng/h).

3.3.2. Preparacion de BQ-610, IRL1620 y las bombas osmaéticas.

Se utilizd el antagonista especifico ETa (BQ-610) o el agonista especifico ETg
(IRL1620) para realizar el tratamiento crénico. Tanto el BQ-610 como el IRL1620 son
péptidos hidrofilicos que no atraviesan la barrera hematoencefalica [344—348]. Por
esta razon, la aplicacion periférica no es Util para evaluar los efectos centrales directos
de estas drogas. Por lo tanto, se realizéd la administracién directamente en el

ventriculo lateral del cerebro a través de la colocacién de una cénula (ICV). Esta via es



ampliamente utilizada para el ensayo de farmacos o compuestos con potencial
actividad en distintos mecanismos, entre ellos la regulacion central de la funcion
cardiovascular. De hecho, esta técnica permitié demostrar que las ETs podian ser
consideradas como posibles neurotransmisores [349]. Por otro lado, para realizar la
administracién de manera crénica, durante 7 dias y sin fluctuaciones significativas en la
concentracién utilizamos bombas de microinfusidn osméticas (Figura 14).

a.

BQ-610
Q Membrana Membrana Membrana Moderador

osmética semipermeable impermeable de flujo

IRL1620

Moderador Cénula de
de flujo infusién cerebral

/

T/

osmética Catéter

Figura 14. Bomba de microinfusion osmdtica. a. Esquema de una bomba osmdtica y
sus distintos componentes. Por diferencia osmatica el agua en el liquido intersticial pasa
a través de la membrana semipermeable y se acumula en capa osmética y de esa forma
expulsa la droga (en este caso, BQ-610 o IRL1620) hacia el catéter. b. Esquema del
modelo armado para realizar la infusion intracerebral. La droga expulsada por la bomba
circula por el catéter y sale por la canula en el extremo opuesto. c. Esquema de una rata
con la bomba osmoética colocada. La droga es descargada por la canula en el ventriculo
lateral del cerebro de la rata. Modificado del manual de canulacién intracerebral, ALZET-
DUREC ©.



Para el tratamiento con el antagonista ETa las bombas osmoticas fueron
cargadas con BQ-610 en dos concentraciones: 100ng/ul o 200ng/ul con el objetivo de
detectar alguna posible dosis-dependencia de los distintos parametros analizados.
Basado en el flujo de la bomba osmética (0,12ul/h) se realizé la conversidn de las dosis
en funcién de los nanogramos de la droga por hora. Por lo tanto, las dosis de BQ-610
aplicadas fueron de 12ng/h o 24ng/h respectivamente (Tabla 4) [345-347]. Por su
parte, para el tratamiento crénico con el agonista ETs, las bombas fueron cargadas
con otras dos posibles concentraciones: 375ng/ul o 750ng/ul. Quedando las mismas
como 45ng/h y 90ng/h respectivamente (Tabla 4) [344,348]. Se utilizd liquido
cefalorraquideo artificial (LCRa) como vehiculo, segln la composicion recomendada
por ALZET, DURECT Co., CA, USA (cada 100ml: 866 mg NaCl; 23 mg KCl; 21 mg CaCl; -
2H,0; 16 mg MgCl; - 6H20; 11 mg Na;HPO4; 2 mg NaH;PO4; llevado a volumen con
H,0 libre de pirégenos).

Las bombas de microinfusion osmodtica se armaron segun el manual del
fabricante (modelo ALZET 1004, DURECT Co., CA, USA) y su funcionamiento se
describe en la Figura 14. Una vez cargadas con la droga se las conecté a un kit de
infusion cerebral modelo 1 (Brain infusion kit 1, DURECT Co., CA, USA).
Inmediatamente, fueron incubadas en solucidn fisiolégica a 37°C durante las 48hs
previas a la cirugia. Esto permitié que al momento de ser colocadas no se produzcan

variaciones en la velocidad del flujo debido a cambios de temperatura.

3.3.3. Colocacion de la bomba osmoética y la canula ICV.

Con el objetivo de colocar la bomba osmética y la canula de infusidn cerebral
en los animales, durante la mitad de la cuarta semana de tratamiento (dia 24 del
experimento) las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilazina
(50/10 mg/Kg, intraperitoneal, IP). Una hora antes de la cirugia y 48 horas después, se
administré oralmente a todos los animales una mezcla adecuada de analgésico
(ibuprofeno 50 mg/Kg/dia) y antibidtico (Amoxicilina 100 mg/Kg/dia) [343]. Los
animales anestesiados fueron colocados en un aparato estereotaxico (David Kopf
Mod. 900, CA, USA). La bomba osmética fue colocada subcutdneamente en la regidn
escapular media de la rata y la canula de infusiéon fue ubicada en el ventriculo lateral
del cerebro segun las coordenadas obtenidas del atlas de Paxinos y Watson (-1,9mm;

-0,7mm; -3,0mm en los ejes x; y; z respectivamente) [79]. Las bombas osméticas

~ 44~



administraron de manera crdnica, a flujo constante e ininterrumpido el antagonista
ETa o el agonista ETg durante 7 dias. Se realizd el seguimiento de la PAS y la FC de
todos los animales mediante plestimografia de cola a las 24hs, 48hs, 72hs, 120hs y
144hs (Figura 8), asi como también se registré el PCy el consumo de agua. A las 168hs

de tratamiento los animales fueron sacrificados.
3.3.4. Registros de presion arterial sistélica y frecuencia cardiaca.

Como se menciond anteriormente, se obtuvieron los registros de la PAS y la FC
de las ratas a lo largo de todo el experimento. Cada animal fue evaluado 2 veces por
semana hasta el momento de la cirugia, con la intencién de confirmar el correcto
desarrollo del modelo DOCA-sal (Figuras 11 y 12). Durante la semana de tratamiento
cronico, la PAS y la FC fue evaluada a las 24hs, 48hs, 72hs, 120hs y 144hs post-
colocacién de la bomba osmdtica para realizar el seguimiento detallado de estos
parametros durante la etapa final del experimento (Figura 8). El método de tail-cuff
es una técnica tradicional y de una amplia utilizacién para la mediciéon de la PAy la FC
de manera indirecta [350—354]. La semana anterior al comienzo de experimento se
realizaron varias simulaciones para acostumbrar a las ratas tanto al ambiente como al
procedimiento siguiendo las recomendaciones bibliograficas [355,356]. Para
optimizar las condiciones se trabajé en una habitacién silenciosa, con la temperatura
controlada, entre las 10 a.m. y 2 p.m. para evitar efectos circadianos [357]. Ademas,
no se usaron cepos de restriccion, dado que esto aumenta los niveles de estrés de los
animales, simplemente se los cubrié con una manta [355]. Es importante tener en
cuenta que a pesar de todos estos recaudos y de que los animales estan familiarizados
con el operador, no estan exentos de cambios en los olores dentro de la habitacion,
pudiendo esto generar cierto estrés. Sin embargo, todos los animales fueron
sometidos a las mismas variables y los registros de PAS y FC, tanto para las ratas
normotensas como las DOCA-sal. Ademas, los valores de PAS y FC registrados
estuvieron de acuerdo con los obtenidos por otros grupos de laboratorio utilizando
este y otros métodos [163,183,358—-361]. En estas condiciones, los animales fueron
manipulados pacientemente, se esperd el tiempo necesario para que estén relajados
y luego se colocd el sensor en el extremo anterior de la cola buscando la posicidn de
contacto mas cercana a la arteria caudal. En cada sesion se realizaron entre 3-8

mediciones por animal [355] y los registros fueron analizados mediante el programa



LabChart 6.0 provisto por AD Instrument. Los resultados se presentaron como la

media de la PAS (mmHg) + SEM y la media de la FC (BPM) + SEM.

3.3.5. Obtencion y procesamiento de las muestras.

Una vez cumplidos los 7 dias de tratamiento crénico (168hs) las ratas fueron
pesadas y sacrificadas por decapitacién. Los cerebros fueron removidos vy
rapidamente colocados en frio. Se verificd que la cdnula haya alcanzado el ventriculo
lateral y rdpidamente se extrajo el HA, HP, BO izquierdo y derecho de acuerdo al atlas
de Palkovits & Browstein [54]. También se extrajo el corazén de cada animal para
obtener el peso del VI [340].

Segun el caso, las muestras de los distintos tejidos fueron procesadas para
extraccién de ARN y proteinas totales o para medicidn de la actividad enzimatica de
la TH. La extraccién de ARN y proteinas totales fue realizada mediante el kit
TRIreagent segun el protocolo del fabricante (TRIreagent, Molecular Research Center
Inc., Cincinnati, OH, USA). Brevemente, los homogenatos en TRIreagent fueron
centrifugados para obtener una separacion de las fases organica y acuosa, separadas
por una interfase anfipdtica. La fase acuosa fue utilizada para obtener el ARN total y
la fase orgdnica (junto con la interfase) para obtener las proteinas totales. En ambos
casos la purificacion se basd en un paso de precipitacion, otro de centrifugacién y
lavados, y un paso final del resuspensién. Es importante destacar que para mejorar el
rendimiento de las proteinas se realizé un paso adicional utilizando urea 9,5M + 2%
buffer CHAPS al final del protocolo con el agregado de inhibidores de proteasas. Por
otro lado, para la medicidn de la actividad de la TH, las muestras fueron colocadas
inmediatamente en un buffer de lisis adecuado. Este protocolo es detallado mas

adelante.



3.4. Drogas y reactivos.

Las drogas y reactivos utilizados en este trabajo se encuentran listados en la tabla 5.

El resto de las soluciones y reactivos empleados no listados fueron de calidad analitica o

biologia molecular.

DROGAS Y REACTIVOS

Bomba de infusion osmética ALZET 1004 ALZET DURECT CO California, USA
Brain infusion kit 1 ALZET ALZET DURECT CO California, USA
DOCA SIGMA Missouri, USA
BQ-610 American Peptide Company California, USA
IRL1620 American Peptide Company California, USA
TRIreagent Molecular Research Center Inc. Ohio, USA
Urea Biopack Buenos Aires, Argentina
CHAPS Thermo Fischer Scientific Illinois, USA
Catalasa SIGMA Missouri, USA
Tetrahidrobiopterina SIGMA Missouri, USA
L-tirosina SIGMA Missouri, USA
3H-L-tirosina Perkin-Elmer Massachusetts, USA
Liquido de centelleo ECOLITE+TM MP Biomedicals, LLC Ohio, USA
Inhibidores de proteasas SIGMA Missouri, USA
Marcador peso molecular (10-170 kDa) Thermo Scientific Illinois, USA
Ac. anti-B-actina (raton) SIGMA Missouri, USA
Ac. anti-TH total (ratén) SIGMA Missouri, USA

Ac. anti-THser19p (conejo)

Chemicon EDM Millipore

California, USA

Ac. anti-THser31p (conejo)

Chemicon EDM Millipore

California, USA

Ac. anti-THser40p (conejo)

Chemicon EDM Millipore

California, USA

Ac. anti-conejo-HRP (cabra)

Chemicon EDM Millipore

California, USA

Ac. anti-raton-HRP (cabra)

Santa Cruz

California, USA

Membrana PVDF

GE Healthcare

Buckinghamshire, UK

Reactivo quimioluminiscente Biolumina

Kalium Technologies

Buenos Aires, Argentina

Placas radiograficas T-MAT G/RA

Carestream Dental

Connecticut, USA

RNAsin (inhibidor RNasas) Genbiotech Buenos Aires, Argentina
DNasa RQ1 kit Promega Wisconsin, USA
RT-MMLYV kit Genbiotech Buenos Aires, Argentina
Oligo-dT IDT California, USA
Primers TH y B-actina IDT California, USA
Go-Taq polimerasa Promega Wisconsin, USA
Taq polimerasa Pegasus Productos-Bio-légicos Buenos Aires, Argentina
Eva Green 20X Biotium California, USA
MgCI2 (50mM) Productos-Bio-légicos Buenos Aires, Argentina
dNTPs Productos-Bio-légicos

Buenos Aires, Argentina

Marcador de peso molecular (50pb)

Productos-Bio-logicos

Buenos Aires, Argentina

Tabla 5. Drogas y reactivos empleados en el presente trabajo de tesis doctoral.



3.5. Actividad de la tirosina hidroxilasa.

La actividad de la TH fue determinada mediante el método radioenzimatico descripto
por Reinhard y col. [362]. La reaccidn se basa en la capacidad de esta enzima de convertir L-
tirosina en L-DOPA (utilizando una molécula de O; y tetrahidrobiopterina como cofactor).
Cada conversidn de una molécula de L-tirosina culmina con la liberacién de una molécula de
H,O (en relacidén 1:1). Por lo tanto, utilizando L-tirosina marcada con tritio (3H-L-tirosina), al
final de la reaccidn esa marca es transferida a la molécula de agua (3H,0) (Figura 15).
Durante el ensayo se recupera el agua de la reaccion, separandola del resto de los
componentes mediante carbdn activado y centrifugacion. El 3H,O se cuantifica en un

contador de centelleo para determinar finalmente los niveles de actividad de TH.

3H
Tyrosine hydroxylase

Tetrahydrobiopterin
+0,
OH ‘
L-Tyrosine *+ 3H,0

!
Dihydrobiopterin

L-DOPA

Figura 15. Fundamento de la determinacion de la actividad de la TH. Conversion de L-tirosina en L-DOPA
que incluye la liberacion (1:1) de una molécula de agua. La marca de tritio en la L-tirosina es transferida a
la molécula de agua liberada durante la reaccion. El agua marcada es cuantificada en un contador de
centelleo para determinar la actividad de la enzima.

Los tejidos fueron homogeneizados en 150ul (HA o HP) o 200ul (BO izquierdo o
derecho) de buffer de lisis frio (5mM KH2PO4y 0,2% Tritén 100X, pH 7.0). Los restos celulares
fueron removidos por centrifugacion a 12.500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Una alicuota
del sobrenadante fue apartada y guardada para medir la cantidad de proteinas totales
mediante el método colorimétrico de Bradford [363]. En paralelo, se preparé un mix
compuesto por 50ul del sobrenadante remanente y 50ul de una solucién de reaccion (HEPES
50mM, pH 7.0; 15nmol de L-tirosina [0,5uCi 3H-L-tirosina], B-mercaptoethanol 420mM, 6-
metil-tetrahidrobiopterina 0,75mM y 1000u de catalasa). La reaccidn se llevd a cabo
incubando este mix durante 20 minutos a 37°C y fue detenida en hielo. Luego, se tomaron
25ul y se colocaron en 1ml de HCL 1N mezclado con carbdn activado (7,5% P/V), esto se
realizd por triplicado. Se vortexed la muestra y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Finalmente, se recuperaron 400ul del sobrenadante para colocarlos en 3ml

de liquido de centelleo. EI *H,0 resultante de la reaccién fue cuantificada por centellografia



liguida en un contador de centelleo utilizando un estandar externo (WinSpectral 1414
counter, Perkin Elmer / Wallac). Los datos fueron obtenidos en desintegraciones por minuto
(DPM) y fueron normalizados respecto de la cantidad de proteinas totales presentes en cada
muestra. Los resultados obtenidos en DPM/ug proteina fueron expresados finalmente como

porcentaje vs Control Nt £ SEM.

3.6. Expresion de la tirosina hidroxilasa total y fosforilada.

Se evaluaron los niveles de expresion y el estado de fosforilacién de la TH mediante
western blot (WB) en el HA, HP, BO izquierdo y derecho de todos los animales. Una alicuota
de las proteinas totales purificadas fue utilizada para su cuantificacién mediante la técnica
colorimétrica de Bradford [363] mientras que el volumen restante fue resguardado a -20°C
para su posterior uso en el WB.

Se tomaron 80ug de proteinas de cada muestra y se colocaron en buffer Laemmli (Tris-
Cl162.5mM, pH 6.8; SDS 2%; B-mercaptoetanol al 5%; glicerol 10% y azul de bromofenol 4%).
Se incubd durante 5 minutos a 100°C en un bafo seco (AccuBlock TM, Bafio seco digital,
Labnet Interational Inc.). Las muestras fueron sembradas en un gel de poliacrilamida al 10%
y separadas segln su peso molecular mediante una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utilizé un marcador de peso molecular (10-170kda) y las
condiciones de corrida fueron: 100V (500mA) durante 2:30hs. Las proteinas del gel fueron
transferidas a una membrana de PVDF. Las condiciones de transferencia fueron: 150V
(400mA) durante 1:20hs en frio. Para controlar la eficiencia de la transferencia los geles
fueron tenidos en una solucidon de azul de Coomasie (Coomasie Brilliant Blue 0,25% en
metanol; acido acético glacial y agua, 45 : 7 : 48 v/v respectivamente). Por su parte, las
membranas fueron controladas con rojo Ponceau (rojo Ponceau 0.05% en solucién de acido
acético al 0,1%). Las membranas fueron lavadas con H,0d y luego colocadas en TBS-T hasta
el momento del bloqueo.

Las membranas fueron bloqueadas durante 60 minutos a temperatura ambiente en
un agitador orbital siendo colocadas en una solucién de leche descremada al 5% en TBS-T
(Tris 0.05M; NaCl 0.2M y Tween-20 0.1%; pH 7.4). Posteriormente, se realizaron 3 lavados
consecutivos en TBS-T durante 10, 5, y 5 minutos respectivamente, también en agitacion a
temperatura ambiente. Luego, las membranas fueron incubadas durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario correspondiente a la proteina de interés (disueltos en 1%

leche descremada TBS-T) (Tabla 6). Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados consecutivos en



TBS-T durante 10, 5, y 5 minutos respectivamente en agitacidon a temperatura ambiente.
Luego, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con HRP
(disueltos en 1% leche descremada TBS-T) (Tabla 6) durante 1:00h también en agitacién a
temperatura ambiente. Luego de 3 nuevos lavados con TBS-T (10, 5, y 5 minutos) se realizo
el revelado.

La exposicién de las membranas se hizo utilizando un reactivo quimioluminiscente
Biolumina y placas radiograficas fotosensibles T-MAT G/RA. Se tratoé de evitar la saturacion
o subexposicién de las bandas obtenidas para su posterior cuantificacién. Finalmente, las
bandas de interés fueron escaneadas (Scanjet G3110, Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA),
analizadas mediante densitometria (Software Imagel, herramienta: geles) y normalizadas
respecto de la expresion de B-actina (control de carga). Los resultados fueron expresados

como densidad relativa vs Control Nt + SEM [161,162,198,211-213].

WESTERN BLOT: ANTICUERPOS

Anticuerpo primario Especie Tipo de Anticuerpo Dilucion
Anti B-actina raton monoclonal 1:2000

Anti TH total ratéon monoclonal 1:2000

Anti THser19p conejo policlonal 1:2000

Anti THser31p conejo policlonal 1:750

Anti THser40p conejo policlonal 1:2000
Anticuerpo secundario Especie Tipo de Anticuerpo Dilucién
Anti raton (para B-actina) cabra monoclonal 1:4000
Anti ratdn (para TH total) cabra monoclonal 1:5000
Anti conejo (para THser19p) cabra policlonal 1:5000
Anti conejo (para THser31p) cabra policlonal 1:1000
Anti conejo (para THser40p) cabra policlonal 1:5000

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios. Detalle de los anticuerpos utilizados para
los ensayos de western blot. Todos los anticuerpos secundarios estan conjugados con HRP.

3.7. Expresion del ARNm de la tirosina hidroxilasa.

Se determinaron los niveles de expresion del ARNm de la TH mediante RT-PCR en
tiempo real. El protocolo fue realizado segin lo descripto por Nabhen y col. con
modificaciones menores [212]. El ADN residual se elimind tratando las muestras con DNasa
durante 40-60 minutos a 37°C. La efectividad del tratamiento fue constatada a través de una
PCR de punto final (convencional) (MJ MiniTM termal cycler, Bio Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) utilizando primers de B-actina y no obteniéndose producto alguno excepto en el
control positivo. La concentracion de ARN total fue determinada por espectrofotometria
(relacion de absorbancias A260nm/A280nm) y la calidad mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1,5% con bromuro de etidio a 80V durante 20 minutos. El gel fue analizado en un



transiluminador UV observandose las bandas correspondientes a las distintas subunidades
del ARN ribosomal (Transilluminator M-20, California, USA).

Se emplearon 2ug de ARN total para la retrotranscripcién a ADNc utilizando en la
reaccién: 200U de transcriptasa reversa MMLV, 25U de inhibidor de RNasas, dNTPs 10mM,
1,08ug de primers oligo-dT. Los productos fueron constatados mediante una PCR
convencional y verificando mediante un gel de agarosa la existencia de una sola banda

acorde al par de primers utilizados.

PRIMERS PARA RT-PCR EN TIEMPO REAL.

ADNc de interés Orientacion del primer Secuencia
Tirosina Hidroxilasa Sentido (Forward) 5'-AGGGCTGCTGTCTTCCTAC-3'
Antisentido (Reverse) 5'-GCTGTGTCTGGGTCAAAGG-3'
B-actina Sentido (Forward) 5-TCTGTGTGGATTGGTGGCTCTA-3'
Antisentido (Reverse) 5'-CTGCTTGCTGATCCACATCTG-3'

Tabla 7. Secuencias de los primers. Secuencias de primers utilizadas en las RT-PCR en tiempo real para la
amplificacién del ADNc de TH y B-actina.

PROGRAMAS PARA LAS RT-PCR EN TIEMPO REAL

Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Tirosina Hidroxilasa  Ciclos 35-40 Apareamiento 54°C 45 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Rampa de melting 77-94°C (0,15°C/seg)
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
B-actina Ciclos 30-35 Apareamiento 54°C 45 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Rampa de melting 77-94°C (0,15°C/seg)

Tabla 8. Programas para la RT-PCR en tiempo real. Configuraciones de corrida utilizadas en las RT-PCR en
tiempo real para la amplificacion del ADNc de TH y B-actina. La fluorescencia proveniente de cada tubo
fue medida una vez por ciclo al final del paso de extensidn, a lo largo de todo el proceso.

Se evaluaron los niveles de expresion del mRNA de la TH y de B-actina (como
normalizador housekeeping) utilizando un termociclador en tiempo real RotorGene Q-series
(QUIAGEN, Hilden, Alemania). Las secuencias de oligonucledtidos utilizados como primers
se describen en la Tabla 7. Cada reaccidn se hizo en un volumen final de 20ul conteniendo:
1ul de cDNA, 1ul de Eva Green como fluoréforo (Biotium, San Francisco, USA), 1ul de primers
especificos (TH o B-actina) 10mM, 0,6ul de MgCl, 50mM, 0,4ul dNTPs 10mM, 0,3ul de GoTaq
polimerasa, 4ul de GoTaq Buffer 5Xy 11,7ul de H,O calidad PCR. Primero se realizaron curvas
de calibracidn estdndar de entre 5 a 8 puntos para cada par de primers mediante diluciones

seriadas utilizando un pool de muestras. Las rectas aceptadas tuvieron un R? > 0,98 y una



eficiencia de 1,0 £ 0,2. Ademas, la especificidad de los productos se corroboré mediante las
temperaturas de melting (Tm), donde se obtuvo un solo pico por encima del valor umbral
de referencia (excepto para el control negativo, sin templado) y a través de un gel de agarosa
2% observandose una sola banda del peso molecular correspondiente al fragmento
amplificado. Todas las muestras se corrieron por duplicado bajo las condiciones
especificadas en la Tabla 8 y los productos de amplificacion se describen en la Tabla 9. Los
resultados obtenidos fueron normalizados respecto de [B-actina y presentados como

porcentaje vs Control Nt + SEM.

PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Tirosina Hidroxilasa 81pb 85,5+0,3
B-actina 69pb 82,4+0,3

Tabla 9. Caracteristicas de los productos de amplificacion. Longitud y temperaturas de melting de los
productos de amplificacién de la TH y B-actina obtenidos mediante RT-PCR en tiempo real.

3.8. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé empleando los programas Graph-Pad Prism 5.0 e
Infostat 2016. Todos los resultados son presentados, segun el caso, como la media, densidad
relativa o porcentaje vs Control Nt + SEM. Para comparar dos grupos experimentales
respecto de una variable se realizd una prueba T, utilizando una correccion de Welch cuando
las varianzas en los tratamientos fueron diferentes. Cuando se compararon mas de dos
grupos experimentales se realiz6 ANOVA de 1 factor seguido de un post-test de Newman-
Keuls. Para comparar los efectos créonicos del antagonista ETa o el agonista ETg sobre la PAS
ola FCalo largo de una semana en animales normotensos y DOCA-sal se realiz6 ANOVA de
2 factores con post-test de Bonferroni [364]. Los resultados cuyo valor p fue menor o igual

a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.



4.Resultados

4.1. Bloqueo cronico del receptor ETa.

Se estudid la implicancia del receptor ETa sobre la modulacién a largo plazo de la
transmisién noradrenérgica y el papel de esta interaccion en el desarrollo y mantenimiento
de la HTA en el modelo DOCA-sal. Para ello se realizé el bloqueo central crénico de estos
receptores durante 7 dias y se evalud la respuesta del sistema catecolaminérgico en el HA,
HP, BO izquierdo y derecho. En estos tejidos se determind la expresién, fosforilacion y
actividad de la TH, asi como también los niveles de su ARNm. Ademas, se analizaron los
efectos de este tratamiento (en dos diferentes dosis) sobre la PAS y la FC tanto para los

animales Nt como DOCA-sal.

4.1.1. Parametros hemodinamicos.

Se realizé el seguimiento de los valores de PAS y la FC entre las 24hs y las 144hs de
inhibicién crénica de los receptores ETacentrales. Tomando como referencia los valores de
PAS de los animales previo a la administracion de BQ-610 (Figura 16. - 48hs, circulo verde),
no encontramos variaciones significativas a lo largo de las 144hs de tratamiento entre los
controles Nt y los animales Nt + BQ-610 (12ng/h o 24ng/h) (Figura 16).

Por su parte, los controles DOCA-sal, que partieron 38 mmHg por encima los Nt (Figura
16. - 48hs, circulo rojo), continuaron incrementando su PAS a lo largo de la semana,
alcanzando un maximo de 173 mmHg a las 144hs (Figura 16).

La inhibicidn crénica del receptor ETa produjo una importante disminucion de la PAS
en los animales DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h). Esta reduccion fue mas pronunciada durante
las primeras 72hs alcanzando un minimo de 133 mmHg (a las 24hs) y finalizando el
tratamiento en 142 mmHg (Figura 16). El efecto del antagonista pareceria ser dosis
dependiente ya que la administracion del doble de la dosis de BQ-610 (24ng/h) incrementa
la disminucidn de la PAS. Si bien las diferencias con el grupo anterior no fueron significativas
en todos los puntos estudiados (a excepcidn de las 120hs), los animales DOCA-sal + BQ-610
(24ng/h) tuvieron valores promedio de PAS menores que los DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h).
Ademas, se observé que durante las primeras 48hs el grupo DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) no

presentd diferencias estadisticas con los ninguno de los animales Nt. Asi, las ratas DOCA-sal



+ BQ-610 (24ng/h) alcanzaron una PAS minima de 124 mmHg a las 24hs y finalizaron las
144hs de infusion en 133 mmHg (Figura 16).
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Figura 16. Modulacién de la presion arterial sistolica debido al bloqueo crénico del receptor ETa. Se
grafican los valores de la PAS (mmHg) en funcidn del tiempo desde las 24hs hasta las 144hs de infusidn
cronica del antagonista ETa (BQ-610). Los valores de PAS durante las 48hs previas al tratamiento sirven de
referencia del punto de partida de todos los grupos experimentales. ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs Control
Nt; T+ p < 0,001 vs Control DOCA-sal; ¥ p < 0,01 vs DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h). Nimero de animales:
18-20 (controles), 7-10 (tratamiento BQ-610).
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Figura 17. Presion arterial sistélica media durante el bloqueo crénico del receptor ETa. Se describe el
comportamiento general de la PAS (mmHg) durante el tratamiento con el antagonista BQ-610 mediante
el andlisis del area bajo la curva entre las 24hs y las 144hs (figura 16). *** p < 0,001 vs Control Nt; 11 p <
0,001 vs Control DOCA-sal; ¥$% p < 0,001 vs DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h). Nimero de animales: 18-20
(controles), 7-10 (tratamiento BQ-610).



Analizando el drea bajo la curva de los valores de PAS entre las 24hs y las 144hs, como
una manera de observar el comportamiento general de este parametro, determinamos que
no hubo modificaciones entre los distintos grupos de animales Nt tratados y no tratados, los
controles DOCA-sal tuvieron una PAS promedio a lo largo de esa semana de 169 mmHg y
debido al tratamiento con el antagonista ETa se produjo una disminucidn de la PAS en ambos
grupos hipertensos (Figura 17). Respecto de este ultimo punto, las ratas DOCA-sal + BQ-610
(12ng/h) tuvieron una PAS promedio de 140 mmHg y las DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) de
129 mmHg (Figura 17).

Por otro lado, no encontramos diferencias significativas en la FC a lo largo de las 144hs
de infusién de BQ-610 entre los distintos tratamientos, ya sea en animales Nt como
hipertensos DOCA-sal (Figura 18). En este sentido, la inhibicidn crénica del receptor ETa
tampoco produjo cambios en la FC debido a las diferentes dosis de BQ-610 aplicadas (Figura
18). Si analizamos el area bajo la curva de los datos de FC entre las 24hs y las 144hs
observamos que los valores promedio a lo largo de esa semana estuvieron entre los 350 + 2
BPM y los 364 + 3 BPM (Figura 19). Estos valores estan dentro del rango de FC considerado

normal en las ratas Sprague-Dawley [365,366].
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Figura 18. Modulacidn de la frecuencia cardiaca durante el bloqueo crénico del receptor ETa. Se grafican
los valores de la FC (BPM) en funcion del tiempo desde las 24hs hasta las 144hs de infusidn crénica del
antagonista ETa (BQ-610). Los valores de FC durante las 48hs previas al tratamiento sirven de referencia
del punto de partida de todos los grupos experimentales. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos grupos estudiados. Niumero de animales: 18-20 (controles), 7-10
(tratamiento BQ-610).
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Figura 19. Frecuencia cardiaca media durante el bloqueo crénico del receptor ETa. Se describe el
comportamiento general de la FC (BPM) durante el tratamiento con el antagonista BQ-610 mediante el
andlisis del 4rea bajo la curva entre las 24hs y las 144hs (figura 18). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos estudiados. NUmero de animales: 18-20
(controles), 7-10 (tratamiento BQ-610).

Estos resultados sugieren que de alguna manera los receptores ETa centrales podrian
modular en el largo plazo la PA, sin efectos importantes sobre la FC. Es importante destacar
que esto ocurre de manera selectiva en los animales DOCA-sal, sin modificar el
comportamiento de la PAS o la FC en las ratas Nt. Ademads, en los animales hipertensos los

cambios observados parecen, al menos en parte, dependiente de la dosis de BQ-610.

4.1.2. Hipotalamo anterior y posterior.

Hemos destacado la importancia del hipotdlamo en la regulacion de la homeostasis
de distintos pardmetros fisioldgicos. Ademas, resaltamos las caracteristicas del HA y el HP
como moduladores de la actividad simpatica. En este sentido, mencionamos que el HA es
una regién simpatoinhibitoria mientras que el posterior simpatoexcitatoria. Elegimos
estudiar estas areas ya que uno de los objetivos del trabajo es evaluar las implicancias del
receptor ETa en la interaccidon a largo plazo con el sistema catecolaminérgico central.
Ademads, sabemos que el hipotdlamo cumple un papel importante en la regulacion central
de la funcién cardiovascular, lo cual nos resulta de utilidad para evaluar su participacion en

este modelo de HTA sal dependiente.



4.1.2.1. Actividad de la tirosina hidroxilasa.

Se estudio si el bloqueo de los receptores ETa centrales modifica el funcionamiento
del sistema catecolaminérgico en el hipotalamo de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal. Se
evaluaron los niveles de actividad de la TH en estas regiones del SNC mediante el ensayo
radioenzimatico descripto en Materiales y Métodos.

En el HA los resultados mostraron que no hubo cambios en la actividad de la TH en los
distintos grupos de animales Nt, ya sea con o sin la administraciéon de BQ-610 (Figura 20.a).
Mientras que se encontrd una disminucién del 25% de la actividad enzimatica en los
controles DOCA-sal. Esta reduccién se vio revertida debido a la inhibicidn crénica ET,, tanto

para el grupo DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h) como para el DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) (Figura

20.a).
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Figura 20. Efectos del bloqueo crénico ETa sobre la actividad de la TH en el hipotalamo anterior y
posterior. a. Se grafican los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el antagonista BQ-
610 (dosis cronica: 12ng/h o 24ng/h) en el hipotalamo anterior de animales normotensos e hipertensos
DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el antagonista
BQ-610 (dosis crénica: 12ng/h o 24ng/h) en el hipotadlamo posterior. ** p <0,01; *** p < 0,001 vs Control
Nt; T p <0,05; Tt p<0,01; Tt p < 0,001 vs Control DOCA-sal. NUmero de animales: 3-5.

Por otro lado, se observo un efecto opuesto en el HP. Si bien los resultados mostraron
que no hubo cambios en la actividad de la TH en los distintos grupos de animales Nt (al igual
que en el HA) (Figura 20.b), se encontré un aumento del 57% de la actividad enzimdtica en

el HP de los controles DOCA-sal. Asimismo, este incremento se vio revertido por la



administracién de BQ-610, tanto para dosis de 12ng/h como para dosis de 24ng/h (Figura
20.b).

Estos resultados muestran una actividad de la TH disminuida en el HA y aumentada
en el HP de los animales DOCA-sal que, en ambos casos, la inhibicidn crdnica del receptor
ETa tiende a llevar estos valores a lo del control Nt. Estos datos sugieren que el sistema
catecolaminérgico en el hipotalamo es modulado en el largo plazo a través de la

participacién del receptor ETa.
4.1.2.2. Expresion de la tirosina hidroxilasa total y fosforilada.

Otra forma de estudiar si el bloqueo a largo plazo del receptor ETa modifica el
funcionamiento del sistema catecolaminérgico (en particular de la TH) en el hipotadlamo de
ratas Nt e hipertensas DOCA-sal es evaluar los niveles de expresién de esta enzima y su
estado de fosforilacion mediante WB. Estos experimentos fueron realizados en el HAy el HP
por separado segun el protocolo descripto en Materiales y Métodos.

En el HA de los animales Nt, la administracién de BQ-610 no produjo modificaciones
en la expresion de TH total, asi como tampoco en los niveles de fosforilacion en Ser 19, 31y
40 (Figura 21). Por su parte, los niveles totales de la enzima disminuyeron un 68% en los
controles DOCA-sal. Esto se vio acompanado de un estado de fosforilacion disminuido en
todas las variantes analizadas. El tratamiento de los animales hipertensos con las diferentes
dosis del antagonista revirtio la expresion de la TH total y de las variantes fosforiladas en Ser
19y 40, sin que afecte a la Ser 31 (Figura 21).

Por otro lado, el HP los resultados mostraron que no hubo cambios en la expresion y
fosforilacién de la enzima en los controles Nt (Figura 22). Sin embargo, se encontrd un
aumento del 81% en los niveles totales de la TH en los controles DOCA-sal que se vio
acompafiado en el mismo sentido en los niveles de fosforilacién de la enzima. La
administracién de BQ-610, tanto para la dosis de 12ng/h como para dosis de 24ng/h,
también revirtié completamente el incremento de la TH total y de las diferentes variantes
fosforiladas en los animales hipertensos (Figura 22).

Estos resultados muestran una expresion de la TH disminuida en el HA y aumentada
en el HP en los animales DOCA-sal, acompafiada por cambios en el estado de fosforilacidn.
Estas situaciones, se vieron contrarrestadas en ambas areas por la inhibicién crénica de los

receptores ETa centrales. Esto apoya la idea que el sistema catecolaminérgico en esta region



se encuentra alterado en los animales DOCA-sal y se destaca que este mecanismo también

se modula a el largo plazo a través de la regulacion del receptor ETa.
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Figura 21. Efectos del bloqueo crénico ETa sobre la fosforilacion y expresion de la TH en el hipotalamo
anterior. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de expresion y
fosforilacion de la TH en el hipotdlamo anterior. Se utilizé B-actina como control de carga. b. Arriba se
grafican los niveles de fosforilacion en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que abajo se
observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresidn total de la enzima (derecha). * p
<0,05; ** p < 0,01 vs Control Nt; T p <0,05; T+ p <0,01; 11 p < 0,001 vs Control DOCA-sal. Nimero de
animales: 4-7.
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Figura 22. Efectos del bloqueo crénico ETa sobre la fosforilacion y expresion de la TH en el hipotalamo
posterior. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de expresion y
fosforilacion de la TH en el hipotdlamo posterior. Se utilizéd B-actina como control de carga. b. Arriba se
grafican los niveles de fosforilacidn en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que abajo se
observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresidn total de la enzima (derecha). * p
<0,05; ** p < 0,01 vs Control Nt; T p <0,05; T+ p <0,01; 11 p < 0,001 vs Control DOCA-sal. Nimero de
animales: 4-7.



4.1.2.3. Expresion del ARNm de la tirosina hidroxilasa.

Se evalué si el bloqueo crénico del receptor ETa modifica la expresion del ARNm de la
enzima en el hipotdlamo de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal. Estos experimentos fueron
realizados en el HAy el HP por separado, mediante RT-PCR en tiempo real segun el protocolo
descripto en Materiales y Métodos.

Los resultados mostraron que no hubo cambios en la expresién del ARNm de la TH en
los animales Nt tratados y no tratados con BQ-610 (Figura 23.a). Sin embargo, se encontro
una disminucién del 69% en los controles DOCA-sal. Sin embargo, la inhibicién a largo plazo
del receptor ETa no modificé la expresién del mensajero en los grupos DOCA-sal + BQ-610
(12ng/h) y DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) manteniéndose en ambos casos un 70% por debajo
respecto del Control Nt (Figura 23.a).

Por otro lado, el tratamiento con BQ-610 (12ng/h o 24ng/h) no modifico la expresion
del ARNm de la TH en el HP de controles Nt (Figura 23.b). Sin embargo, en esta region
hipotaldmica se observé aumento del 370% en los animales DOCA-sal. El tratamiento de los
animales hipertensos con BQ-610 indujo una marcada disminucién de los niveles de ARNm
de TH. Este efecto no fue una reversién completa dado que, a pesar de la disminucidn
provocada por el tratamiento en ambos casos, la expresion del ARNm de la TH siguié siendo
significativamente superior que la del Control Nt (186% y 118%; BQ-610 12ng/h o 24ng/h,
respectivamente) (Figura 23.b).

Los resultados en el hipotalamo de las ratas DOCA-sal muestran niveles del ARNm de
la TH disminuidos en la region anterior y aumentados en la posterior al ser comparados con
los controles Nt. Ademas, no hubo efectos en el HA de los animales DOCA-sal debido al
tratamiento con el antagonista ETa, pero si en el HP. En este ultimo caso, la expresion del
mensajero disminuyd parcialmente sin alcanzar los valores encontrados en los animales Nt.
Estos resultados parecen indicar que los niveles del ARNm de la TH en el HP parecieran estar

modulado en el largo plazo por el receptor ETa.
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Figura 23. Efectos del bloqueo crénico ETa sobre la expresion del ARNm de la TH en el hipotalamo
anterior y posterior. a. Se grafican los cambios en la expresidon del ARNm de la TH debido al tratamiento
con el antagonista BQ-610 (dosis crénica: 12ng/h o 24ng/h) en el hipotdlamo anterior de animales
normotensos e hipertensos DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la expresién del ARNm de la TH
debido al tratamiento con el antagonista BQ-610 (dosis cronica: 12ng/h o 24ng/h) en el hipotalamo
posterior. ¢y d. Ejemplos de las rectas de calibracidn, el perfil del ciclado y la temperatura de melting
tanto para f-actina como para la TH. c. Pardmetros hipotalamo anterior. Recta de B-actina: CT = -
2,97*log[conc] + 18,37; eficiencia = 1,17; R? = 0,995. Recta de TH: CT = - 3,02*log[conc] + 26,67; eficiencia
=1,15; R? = 0,992. d. Parametros hipotdlamo posterior. Recta de B-actina: CT = - 3,05*log[conc] + 17,40;
eficiencia = 1,13; R? = 0,991. Recta de TH: CT = - 3,20*log[conc] + 27,71; eficiencia = 1,05; R> = 0,988. * p
< 0,05; *** p < 0,001 vs Control Nt; t11 p < 0,001 vs Control DOCA-sal. Nimero de animales: 4.

4.1.3. Bulbos olfatorios.

Existen pocos estudios que muestran la relacion del BO con la regulacidn central de la
funcién cardiovascular. Sin embargo, se comentaron diferentes trabajos que parecen

vincularlos. Por otra parte, en trabajos previos mostramos que en esta regién existe una



modulacién de la actividad catecolaminérgica modulada por el sistema endotelinérgico
[161,212,260,337].

Basado en estos antecedentes decidimos estudiar en el BO de ratas hipertensas
DOCA-sal y la relacién con la interaccion entre el sistema catecolaminérgico vy

endotelinérgico central y la regulacién de la funcién cardiovascular.

4.1.3.1. Actividad de la tirosina hidroxilasa.

Al igual que en el hipotdlamo, se estudio si el bloqueo a largo plazo de los receptores
ETa centrales modifica el funcionamiento del sistema catecolaminérgico esta vez en el BO
de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal. Se evalud la actividad de la TH en el BO izquierdo y

derecho por separado, mediante el ensayo radioenzimatico descripto en Materiales y

Métodos.
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Figura 24. Efectos del bloqueo crdonico ETa sobre la actividad de la TH en el bulbo olfatorio izquierdo y
derecho. a. Se grafican los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el antagonista BQ-
610 (dosis crénica: 12ng/h o 24ng/h) en el bulbo olfatorio izquierdo de animales normotensos e
hipertensos DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el
antagonista BQ-610 (dosis crénica: 12ng/h o 24ng/h) en el bulbo olfatorio derecho. *** p < 0,001 vs
Control Nt; 11 p < 0,001 vs Control DOCA-sal. Nimero de animales: 3-5.

El bloqueo ETa no produjo cambios en la actividad de la TH en el BO izquierdo tanto
de animales controles como hipertensos DOCA-sal (Figura 24.a), ni en el BO derecho de ratas
Nt tratadas y no tratadas con BQ-610 (Figura 24.b). Sin embargo, en BO derecho controles

DOCA-sal tuvieron un aumento de la actividad enzimatica del 45% respecto del control Nt.



Este incremento se revirtié por administracién de las diferentes dosis de BQ-610 estudiadas
(12ng/h y 24ng/h) (Figura 24.b).

Estos resultados sugieren que en los animales DOCA-sal la actividad del sistema
catecolaminérgico del BO derecho estd aumentada y este estaria modulado por la

administracion crénica del antagonista del receptor ETa.

4.1.3.2. Expresion de la tirosina hidroxilasa total y fosforilada.

Se evaluaron los niveles de expresion de TH total y los niveles de fosforilacion en el
BO de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal para estudiar si el bloqueo a largo plazo de los
receptores ETa centrales modifica este mecanismo de regulacion de la biosintesis de
catecolaminas. Estos experimentos se realizaron en el BO izquierdo y derecho segun el
protocolo descripto en Materiales y Métodos.

En concordancia con lo observado respecto de la actividad de la TH en el BO izquierdo,
el bloqueo a largo plazo del receptor ETa no modificé los niveles de expresidn de TH total ni
de la fosforilacidn de esta enzima en ninguno de los grupos estudiados (Figura 25).

Por su parte, el BO derecho de los animales DOCA-sal fue el que presentd los cambios
mas importantes. Los controles hipertensos mostraron un aumento del 132% en los niveles
totales de la TH. Asimismo, este incremento se vio acompafiado en igual sentido por todos
los sitios de fosforilacién de la enzima estudiados, excepto los niveles de fosforilacidon de la
serina 31 en los animales DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h). Alli, si bien se observa una tendencia
hacia la disminucién no resulta estadisticamente diferente respecto de su control
hipertenso (Figura 26).

Por lo tanto, en el BO tenemos un aumento en la expresién de TH total en la
hemiporcion derecha de los animales DOCA-sal, que se acompafia por cambios similares en
los diferentes niveles de fosforilacion. Por su parte el BO izquierdo de los animales
hipertensos no mostré cambios. Ademads, el bloqueo crénico ETa solo afecté a la
hemiporcidon derecha, poniendo de manifiesto nuevamente el comportamiento asimétrico
del BO. Asimismo, estos datos sugieren que la expresion y el estado de fosforilacion de la
TH (al menos en el BO derecho) se encontraria aumentada en los animales DOCA-sal y que

la modulacién a largo plazo de los receptores ETa centrales modifica este escenario.
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Figura 25. Efectos del bloqueo crénico ETa sobre la fosforilacion y expresiéon de la TH en el bulbo
olfatorio izquierdo. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de
expresion y fosforilacion de la TH en el bulbo olfatorio izquierdo. Se utilizdé B-actina como control de carga.
b. Arriba se grafican los niveles de fosforilacidn en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que
abajo se observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresion total de la enzima
(derecha). No se observaron diferencias significativas en las distintas fosforilaciones ni en la expresion
total de la TH bajo ninguno de los tratamientos. NUmero de animales: 4-7.
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Figura 26. Efectos del bloqueo crénico ETa sobre la fosforilacion y expresion de la TH en el bulbo
olfatorio derecho. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de
expresion y fosforilacién de la TH en el bulbo olfatorio derecho. Se utilizé B-actina como control de carga.
b. Arriba se grafican los niveles de fosforilacidn en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que
abajo se observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresion total de la enzima
(derecha). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs Control Nt; t p <0,05; Tt p < 0,01; t11 p < 0,001 vs
Control DOCA-sal. Numero de animales: 4-7.



4.1.3.3. Expresion del ARNm de la tirosina hidroxilasa.

Se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real para establecer si la inhibicidn a largo
plazo de los receptores ETa centrales actua sobre los niveles del ARNm de la TH en el BO
izquierdo y derecho de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal.

De la misma forma que en los experimentos de actividad y expresién de la TH, no hubo
cambios en la expresion del ARNm de esta enzima en ninguno de los grupos evaluados en
el BO izquierdo (Figura 27.a).

Por su parte, el tratamiento con BQ-610 (12ng/h o 24ng/h) no modificé la expresion
del ARNm de la TH en el BO derecho de los animales Nt (Figura 27.b). No obstante, se
encontré un 126% de aumento en los controles DOCA-sal, siendo este incremento revertido
por administracién de BQ-610, tanto para dosis de 12ng/h como para dosis de 24ng/h
(Figura 27.b).

La expresion del ARNm de TH en el BO de las ratas DOCA-sal muestra valores
aumentados en la hemiporcién derecha, sin observarse cambios en la izquierda. El
tratamiento con BQ-610 no modifico la expresion del mensajero en el BO izquierdo, pero si
revirtid los valores encontrados en el derecho. Nuevamente se pone en evidencia el
comportamiento asimétrico del BO. Estos resultados también manifiestan que, a nivel
transcripcional, el sistema catecolaminérgico del BO derecho se encontraria alterado en los

animales DOCA-sal y que la modulacién a largo plazo del receptor ETa es capaz de modificar



esta situacion.
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Figura 27. Efectos del bloqueo cronico ETa sobre la expresion del ARNm de la TH en el bulbo olfatorio
izquierdo y derecho. a. Se grafican los cambios en la expresidn del ARNm de la TH debido al tratamiento
con el antagonista BQ-610 (dosis cronica: 12ng/h o 24ng/h) en el bulbo olfatorio izquierdo de animales
normotensos e hipertensos DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la expresion del ARNm de la TH
debido al tratamiento con el antagonista BQ-610 (dosis crénica: 12ng/h o 24ng/h) en el bulbo olfatorio
derecho. cy d. Ejemplos de las rectas de calibracion, el perfil del ciclado y la temperatura de melting
tanto para B-actina como para la TH. c. Pardmetros bulbo olfatorio izquierdo. Recta de B-actina: CT = -
3,19*log[conc] + 16,34; eficiencia = 1,06; R? = 0,991. Recta de TH: CT = - 3,31*log[conc] + 24,68; eficiencia
=1,00; R? =0,983. d. Pardmetros bulbo olfatorio derecho. Recta de B-actina: CT = - 2,95*log[conc] + 16,93;
eficiencia = 1,19; R? = 0,995. Recta de TH: CT = - 3,03*log[conc] + 22,56; eficiencia = 1,14; R? = 0,992, ***
p < 0,001 vs Control Nt; Tt p < 0,001 vs Control DOCA-sal. Nimero de animales: 4.

4.1.4. Resumen: Bloqueo cronico del receptor ETa.

Los resultados de la inhibicién central crénica del receptor ETa en animales Nty DOCA-
sal conscientes se resumen en la tabla 10. Por un lado, podemos decir que este tratamiento

no manifesté cambios observables en los pardmetros hemodinamicos estudiados en los



animales Nt (Figuras 16-19). En estos grupos, tampoco se vio alterado el sistema
catecolaminérgico en el hipotalamo o el BO debido al tratamiento (Figuras 20-27). Esto
indicaria que el bloqueo ETa no modifica el comportamiento de estos componentes,
sugiriendo que este antagonista especifico BQ-610 no tendria un efecto per sé sobre
animales en condiciones fisioldgicas normales.

En los controles DOCA-sal los registros hemodinamicos resultaron como era de
esperar, encontrandose un significativo aumento de la PAS sin cambios en la FC (Figuras 16-
19). En estos animales, el sistema catecolaminérgico respondio, en lineas generales tanto
en el hipotalamo como en el BO, de manera acorde a lo observado en trabajos anteriores
[161,162,337].

Por un lado, el HA mostré una reduccion en la actividad de la TH en los animales
hipertensos (Figura 20.a). Este efecto se vio respaldado por una menor expresion del ARNm,
de la enzima y por un estado de fosforilacion disminuido respecto del Control Nt (Figuras 21
y 23.a). Distinto fue el caso del HP que reveld un significativo aumento en la actividad
enzimatica, asi como también en su expresién y fosforilacion (Figuras 20.b y 22). Ademas,
los niveles del ARNm también se vieron incrementados (Figura 23.b). Estos resultados en el
hipotalamo de las ratas DOCA-sal muestran una menor activacion de un drea
simpatoinhibitoria como el HA y una mayor activacién de un drea simpatoexcitatoria como
el HP. En este contexto, el estado general del sistema catecolaminérgico en el hipotidlamo
favoreceria un aumento de la descarga simpatica en este modelo de HTA.

Por su parte, la inhibicion crénica de los receptores ETa centrales en los animales
DOCA-sal produjo una reversidn casi completa de los parametros de la TH estudiados tanto
en el HA como en el HP llegando a valores similares a los observados en los animales Nt
(Figuras 20-23). Esta reversidn tuvo como excepciones en el HA la fosforilacidn en la serina
31 (Figura 21) y los niveles del ARNm de la TH (Figura 23.a). Es importante destacar que lo
observado debido al bloqueo ETa a largo plazo en el HA difiere de lo advertido bajo el mismo
tratamiento realizado de manera aguda, donde el antagonista ETa no produjo
modificaciones en esta area [337]. Los resultados sugieren que existe una fuerte influencia
de los receptores ETa centrales sobre la modulacién a largo plazo del sistema
catecolaminérgico del hipotdlamo en condiciones patoldgicas como las del modelo DOCA-

sal.



EFECTOS DEL BLOQUEO CRONICO DEL RECEPTOR ETa

Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Nt + BQ-610 (12ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Nt + BQ-610 (24ng/h) ~ ~ ~ ~ | < = N
Control DOCA-sal KRN N A B J J NN
DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h) o Mo o 2ol ~ [ 1ol v
DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) | 1o Mo o 2ol ~ [ 1ol v
HIPOTALAMO POSTERIOR
Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Nt + BQ-610 (12ng/h) ~ ~ ~ ~ | ~ [ = N
Nt + BQ-610 (24ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Control DOCA-sal M ™ N N ™~ PP
DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h) Lo 4o o o | 4o | 4o | o
DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) | 1o 4o Lo o | 4o | 4o | o
BULBO OLFATORIO IZQUIERDO
Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Nt + BQ-610 (12ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Nt + BQ-610 (24ng/h) ~ ~ ~ ~ | ~ | = N
Control DOCA-sal MDD ~ ~ ~ ~ ~ -
DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h) o ~ ~ ~ | <~ = N
DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) | 1o ~ ~ ~ | <~ = N
‘ BULBO OLFATORIO DERECHO
Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Nt + BQ-610 (12ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ | <[ = N
Nt + BQ-610 (24ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Control DOCA-sal M ~ ™ N N~ ™M PP
DOCA-sal + BQ-610 (12ng/h) 3o ~ Ldo Lo o | ~ | 4o | Lido
DOCA-sal + BQ-610 (24ng/h) o ~ o N do | o | do| Yddo

Tabla 10. Resumen de los efectos del bloqueo crénico del receptor ETa. Se describen los cambios
producidos debido al tratamiento a largo plazo con BQ-610 en el HA, HP, BO izquierdo y derecho de los
animales Nt y DOCA-sal. Los factores estudiados son representados indicando si no hubo diferencias
significativas respecto del Control Nt (~) o bien, si se produjeron aumentos (1) o disminuciones ({,). La
cantidad de flechas dan una idea de la amplitud del cambio observado y el subindice D indica que la
comparacion es versus el Control DOCA-sal.

Por otro lado, el BO de los animales hipertensos mostré una respuesta asimétrica,
siendo la hemiporcién derecha la que presentd grandes cambios, sin observarse variaciones
importantes en la izquierda. En el BO derecho se observé un aumento de todas las variables
estudiadas respecto de la regulacién de la TH. El tratamiento con el antagonista ETa revirtio
este escenario a niveles similares a los hallados en los animales Nt (Figuras 24-27). Esta
respuesta asimétrica sugiere una fuerte participacién de los receptores ETa centrales sobre

la modulacién del sistema catecolaminérgico en el BO derecho en el modelo DOCA-sal.




Ademas, esto insinla que esta area podria cumplir un papel importante en los efectos
observados en los animales hipertensos.

Conjuntamente, los efectos centrales observados en los animales hipertensos debido
a la infusién crénica de BQ-610 fueron acompaiados de modificaciones en la PAS (Figuras
16 y 17). Los animales tratados durante 7 dias con 12ng/h del antagonista ETa mostraron
una clara, sostenida y significativa disminucién de la PAS. Ademas, estos valores decrecieron
aun mas al duplicarse la dosis (Figuras 16 y 17). En conjunto, estos hallazgos indicarian que
los efectos centrales del bloqueo de los receptores ETa repercuten en el mantenimiento de

la PAS aumentada en el modelo DOCA-sal.

4.2. Activacion crdnica del receptor ETs:.

Basado en los resultados obtenidos inhibiendo el receptor ETa, pensamos que la ETs
enddégenas pueden estar siendo desplazadas hacia el receptor ETs y este efecto podria estar
justificando los resultados encontrados hasta aqui. De esta manera y con el objeto de
responder esta hipdtesis fue que se estudid los efectos de la activaciéon ETs sobre la
modulacién a largo plazo de la transmisidn noradrenérgica y el papel de esta interaccion en
el desarrollo y mantenimiento de la HTA en el modelo DOCA-sal. Asi, se realizé la activacion
cronica ETg (IRL1620) a nivel central durante 7 dias y se evalud la respuesta del sistema
catecolaminérgico en el HA, HP, BO izquierdo y BO derecho. De igual manera que en los
experimentos de inhibicidon ETa, se determind la expresion, fosforilacidn y actividad de la TH,
asi como también los niveles de su ARNm. Ademas, se analizaron los efectos de la activacion

ETg sobre la PAS y la FC tanto en animales Nt como DOCA-sal.

4.2.1. Parametros hemodinamicos.

Se tomaron registros de la PAS y la FC entre las 24hs y las 144hs de activacién crénica
de los receptores ETs. Se usaron como referencia los valores de PAS previo a la
administracién de IRL1620 (Figura 28. - 48hs, circulo verde para los Nt, circulo rojo para los
DOCA-sal). En las ratas Nt no se encontraron diferencias significativas a lo largo de las 144hs
debido al tratamiento con el agonista (45ng/h o 90ng/h) (Figura 28). Ademads, como se
describié anteriormente en los resultados de inhibicion ETa, los controles DOCA-sal
continuaron incrementando su PAS a lo largo de la semana alcanzando un mdéximo de 173

mmHg a las 144hs (Figura 28).



La activacion crdnica del receptor ETg produjo una importante disminucién de la PAS
en los animales hipertensos. En las ratas DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h) esta reduccion fue
mas acentuada durante las primeras 48hs, alcanzando un minimo de 138 mmHg (a las 24hs)
y finalizando el tratamiento en 165 mmHg (Figura 28). La intensidad del efecto no se
modificd sustancialmente al administrarse el doble de la dosis de IRL1620 (90ng/h). De esta
manera no se encontraron diferencias significativas con el grupo anterior. Es asi como los
animales DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h) alcanzaron una PAS minima también de 138 mmHg
a las 24hs y finalizaron las 144hs de infusién en 164 mmHg (Figura 28).

Control Nt

Nt + IRL1620 (45ng/h)

Nt + IRL1620 (90ng/h)
Control DOCA-sal
DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h)
DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h)

HOWm OO ¢

* gt

100 —— | y . f } } .
- 48hs Orlls 24hs 48hs 72hs 96hs 120hs 14&‘:hs

Tratamiento crénico con agonista ETy

Figura 28. Modulacion de la presién arterial sistélica debido a la activacion cronica del receptor ETs. Se
grafican los valores de la PAS (mmHg) en funcidn del tiempo desde las 24hs hasta las 144hs de infusion
cronica del agonista ETs (IRL1620). Los valores de PAS durante las 48hs previas al tratamiento sirven de
referencia del punto de partida de todos los grupos experimentales. *** p < 0,001 vs Control Nt; Tt p <
0,01; t11 p < 0,001 vs Control DOCA-sal. NUmero de animales: 18-20 (controles), 8-10 (tratamiento
IRL1620).

Analizando el 4drea bajo la curva de los valores de PAS entre las 24hs y las 144hs, como
una manera de ver el comportamiento general de este parametro, observamos que no hubo
modificaciones importantes entre los distintos grupos de animales Nt. Por su parte, los
controles DOCA-sal tuvieron una PAS promedio a lo largo de esa semana de 169 mmHgy
debido al tratamiento con el agonista ETg se produjo una disminucidn de la PAS en ambos
grupos hipertensos tratados (Figura 29). Respecto de este ultimo punto, las ratas DOCA-sal
+ IRL1620 (45ng/h) tuvieron una PAS promedio de 150 mmHg al igual que las DOCA-sal +
IRL1620 (90ng/h). Por lo tanto, el comportamiento general de la PAS durante la semana de

tratamiento mostré una disminuciéon de 19 mmHg en ambos grupos hipertensos que



recibieron el tratamiento comparados con el Control DOCA-sal (Figura 29). No obstante, se
encontraron algunas diferencias respecto de lo observado durante el bloqueo crénico ETa.
Por un lado, el IRL1620 produjo un descenso menor de la PAS durante toda la semana en
comparaciéon con la inhibicion con BQ-610. Ademas, durante la activacién ETs, estas
disminuciones fueron a lo largo del tiempo cada vez mas pequeiias, llegando a los ultimos
dias de tratamiento con valores similares a los del Control DOCA-sal. Por otro lado, cabe
remarcar que no hubo diferencias en la amplitud de la reduccién de la PAS entre los dos
grupos hipertensos tratados, por lo que en principio no habria en este caso una dependencia

de la dosis (Figuras 28 y 29).
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Figura 29. Presion arterial sistolica media durante la activacion crénica del receptor ETe. Se describe el
comportamiento general de la PAS (mmHg) durante el tratamiento con el agonista IRL1620 mediante el
andlisis del area bajo la curva entre las 24hs y las 144hs (figura 28). *** p < 0,001 vs Control Nt; 11 p <
0,001 vs Control DOCA-sal. Nimero de animales: 18-20 (controles), 8-10 (tratamiento IRL1620).

En cuanto a la FC, no se encontraron diferencias significativas a lo largo de las 144hs
de activacién ETs entre los distintos tratamientos, ya sea en animales Nt como hipertensos
DOCA-sal (Figura 30). Asimismo, la activacién crénica del receptor ETg tampoco produjo
cambios en la FC debido a las distintas dosis de IRL1620 aplicadas (Figura 30). Analizando el
area bajo la curva de los datos de FC entre las 24hs y las 144hs los valores promedio
estuvieron entre los 356 + 4 BPM y los 369 + 4 BPM (Figura 31), estando dentro del rango
de normalidad para las ratas Sprague-Dawley [365,366]. Al igual que mediante el bloqueo

ETa, la activacidn ETg a largo plazo no afecta el comportamiento de la FC.
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Figura 30. Modulacion de la frecuencia cardiaca durante la activacion cronica del receptor ETs. Se
grafican los valores de la FC (BPM) en funcién del tiempo desde las 24hs hasta las 144hs de infusion crénica
del agonista ETs (IRL1620). Los valores de FC durante las 48hs previas al tratamiento sirven de referencia
del punto de partida de todos los grupos experimentales. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos grupos estudiados. Niumero de animales: 18-20 (controles), 8-10
(tratamiento IRL1620).
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Figura 31. Frecuencia cardiaca media durante la activacion crénica del receptor ETs. Se describe el
comportamiento general de la FC (BPM) durante el tratamiento con el agonista IRL1620 mediante el
anadlisis del area bajo la curva entre las 24hs y las 144hs (figura 30). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos estudiados. NUmero de animales: 18-20
(controles), 8-10 (tratamiento IRL1620).



En resumen, los datos hemodinamicos sugieren que de alguna manera los receptores
ETs centrales pueden modular en el largo plazo la PAS, sin consecuencias sobre la FC. Sin
embargo, esto ocurre de una forma menos marcada que lo observado mediante el bloqueo
cronico de los receptores ETa. Aqui también los efectos ocurren de manera selectiva en los
animales DOCA-sal, sin modificar el comportamiento de la PAS o la FC en las ratas Nt. Por lo
gue, en su conjunto el sistema endotelinérgico central pareciera estar implicado en el

mantenimiento a largo plazo de la PA en este modelo de hipertensién.

4.2.2. Hipotalamo anterior y posterior.

4.2.2.1. Actividad de la tirosina hidroxilasa.

Con el objetivo de estudiar los efectos de la activacion a largo plazo de los receptores
ETs centrales sobre el sistema catecolaminérgico se evalud la actividad de TH. Al igual que
durante el bloqueo crénico ETa, estos experimentos fueron realizados en el HA y el HP de
ratas Nt e hipertensas DOCA-sal, mediante el ensayo radioenzimatico descripto en
Materiales y Métodos.

No hubo cambios en la actividad de la TH en el HA de los distintos grupos de animales
Nt, ya sea con o sin la administracién de IRL1620 (Figura 32.a). Por el contrario, se encontré
una disminucién del 42% de la actividad enzimdtica en los controles DOCA-sal. Esta
reduccion no se modificéd debido a la activacidn crénica ETs. Tanto para el grupo DOCA-sal +
IRL1620 (45ng/h) como para el DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h) la actividad de la TH se mantuvo
un 46% y 44% por debajo de los controles Nt, respectivamente (Figura 32.a).

Aligual que en el HA, no hubo cambios en la actividad de la TH en el HP de los distintos
grupos de animales Nt. En cambio, se encontréd un aumento del 56% de la actividad
enzimatica en las ratas controles DOCA-sal (Figura 32.b). La administracién crénica de
IRL1620 en cualquiera de sus dosis no modificé estos valores en los animales hipertensos.
El incremento respecto del Control Nt fue de 52% y 40% respectivamente (Figura 32.b).

Estos resultados muestran que la actividad de la TH estd disminuida en el HA y
aumentada en el HP de los animales hipertensos. De manera preliminar, estos resultados
sugieren que el agonista ETs no ejercerian efecto alguno en el largo plazo sobre la

modulacién de la actividad de la TH en animales normotensos e hipertensos DOCA-sal.
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Figura 32. Efectos de la activacion crénica ETs sobre la actividad de la TH en el hipotdlamo anterior y
posterior. a. Se grafican los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el agonista IRL1620
(dosis crénica: 45ng/h 0 90ng/h) en el hipotdlamo anterior de animales normotensos e hipertensos DOCA-
sal. b. Se observan los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el agonista IRL1620
(dosis crénica: 45ng/h o 90ng/h) en el hipotdlamo posterior. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs
Control Nt. Nimero de animales: 3-5.

4.2.2.2. Expresion de la tirosina hidroxilasa total y fosforilada.

Se evaluaron los niveles de expresion y el estado de fosforilacién de la TH mediante
WB, para estudiar si la activacion a largo plazo del receptor ETs modifica este mecanismo
regulatorio del sistema catecolaminérgico. Esto se determind en el HA y el HP de ratas Nt e
hipertensas DOCA-sal, siguiendo el protocolo de WB descripto en Materiales y Métodos.

La administracion de IRL1620 en el HA de los animales Nt no alterd los niveles de
expresion de la TH total, asi como tampoco sus distintas formas fosforiladas (Figura 33). En
cambio, los niveles totales de la enzima disminuyeron un 38% en los controles DOCA-sal.
Esto fue acompafiado en el mismo sentido por todas las variantes fosforiladas de TH
analizadas. Ademas, la activacidn crénica ETs, no indujo cambios en los grupos DOCA-sal +
IRL1620 (45ng/h) y DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h), al ser comparados con los controles Nt
(Figura 33).
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Figura 33. Efectos de la activacidon crénica ETs sobre la fosforilacion y expresion de la TH en el
hipotalamo anterior. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de
expresion y fosforilacion de la TH en el hipotalamo anterior. Se utilizé B-actina como control de carga. b.
Arriba se grafican los niveles de fosforilacidn en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que
abajo se observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresion total de la enzima
(derecha). * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 vs Control Nt. Nimero de animales: 5.
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Figura 34. Efectos de la activacidon crénica ETs sobre la fosforilacion y expresion de la TH en el
hipotalamo posterior. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de
expresion y fosforilacion de la TH en el hipotidlamo posterior. Se utilizé B-actina como control de carga.
b. Arriba se grafican los niveles de fosforilacion en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que
abajo se observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresion total de la enzima
(derecha). * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 vs Control Nt. Nimero de animales: 5.

Por otro lado, los resultados en el HP también mostraron que el agonista ETs no

modificd la expresion y fosforilacién de la enzima en los distintos grupos de animales Nt



(Figura 34). Sin embargo, de manera opuesta a lo observado en el HA, se encontré un
aumento del 97% en los niveles totales de la TH en los controles DOCA-sal. Por su parte, la
fosforilacién en serinas 19 y 40 se incrementaron, en tanto la serina 31 no se modificd. Por
su parte, la administraciéon de IRL1620 en los animales DOCA-sal (45ng/h o 90ng/h), no
modifico este patron (Figura 34).

Estos resultados muestran una expresion de la TH disminuida en el HA y aumentada
en el HP de los animales DOCA-sal, acompafiada por cambios acordes en el estado de
fosforilacién. El tratamiento a largo plazo con el agonista ETg no alterd este comportamiento
en los animales hipertensos. Estos datos sugieren que el agonista ETg no ejerceria efecto
alguno en el largo plazo sobre la regulacion de la expresién y fosforilacién de TH en animales

normotensos, asi como tampoco en el modelo DOCA-sal.

4.2.2.3. Expresion del ARNm de la tirosina hidroxilasa.

Se evalué si la activacion crénica del receptor ETs es capaz de modificar la expresion
del ARNm de la TH en el hipotdlamo de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal. Estos experimentos
fueron realizados en el HA y el HP mediante RT-PCR en tiempo real segun el protocolo
descripto en Materiales y Métodos.

Los resultados mostraron que no hubo cambios en la expresién del ARNm de la TH en
los animales Nt tratados con IRL1620 al ser comparados con los controles Nt (Figura 35.a).
Sin embargo, se encontrd una disminucién del 73% en los controles DOCA-sal. Al igual que
en los experimentos anteriores, la activacion a largo plazo de los receptores ETg centrales
no modificé la expresion del mensajero en los grupos DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h) y DOCA-
sal + IRL1620 (90ng/h), manteniéndose ambos en un 75% y 66% por debajo del Control Nt,
respectivamente (Figura 35.a).

Por otro lado, el tratamiento con IRL1620 (45ng/h o 90ng/h) no modificd la expresion
del ARNm de la TH en el HP de los animales Nt al ser comparado con su control (Figura 35.b).
Ademas, se encontré un 241% de aumento en los controles DOCA-sal, y al igual que en el
HA de estos animales, los tratamientos con el agonista ETs no modificaron este pardmetro
(Figura 35.b).

De esta manera, la expresion del ARNm de la TH en el hipotdlamo de las ratas DOCA-
estuvo disminuida en la regidn anterior y aumentada en la posterior al ser comparados en
cada caso con los controles Nt. Al mismo tiempo, no hubo efectos debido al tratamiento con

el agonista ETs en ambas regiones hipotaldmicas de los animales DOCA-sal. En principio,



estos resultados parecen indicar que la activaciéon central crénica ETgs no alteraria el

funcionamiento de este mecanismo de regulacién a largo plazo de la TH.
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Figura 35. Efectos de la activacion crénica ETs sobre la expresion del ARNm de la TH en el hipotalamo
anterior y posterior. a. Se grafican los cambios en la expresidon del ARNm de la TH debido al tratamiento
con el agonista IRL1620 (dosis crénica: 45ng/h o 90ng/h) en el hipotdlamo anterior de animales
normotensos e hipertensos DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la expresion del ARNm de la TH
debido al tratamiento con el agonista IRL1620 (dosis crénica: 45ng/h 0 90ng/h) en el hipotadlamo posterior.
cyd. Ejemplos de las rectas de calibracion, el perfil del ciclado y la temperatura de melting tanto para -
actina como para la TH. c. Parametros hipotdlamo anterior. Recta de B-actina: CT = -2,94*log[conc] +
22,15; eficiencia = 1,19; R2=0,987. Recta de TH: CT = - 3,57*log[conc] + 25,53; eficiencia = 0,91; R? = 0,989.
d. Pardmetros hipotdlamo posterior. Recta de B-actina: CT = -2,94*|og[conc] + 22,15; eficiencia = 1,19; R?
=0,987. Recta de TH: CT = - 3,57*log[conc] + 25,53; eficiencia = 0,91; R? = 0,989. * p < 0,05; ** p < 0,01 vs
Control Nt. Nimero de animales: 3-4.



4.2.3. Bulbos olfatorios.

4.2.3.1. Actividad de la tirosina hidroxilasa.

Al igual que en el hipotalamo, se investigo si la activacion a largo plazo del receptor
ETs es capaz de modificar el funcionamiento del sistema catecolaminérgico en el BO de ratas
Nt e hipertensas DOCA-sal. Se evalud la actividad de la TH en el BO izquierdo y derecho
mediante el ensayo radioenzimatico descripto en Materiales y Métodos.

Por un lado, la infusiéon crénica de IRL1620 no produjo cambios en la actividad de la
TH en el BO izquierdo de ninguno de los grupos estudiados (Figura 36.a). De igual manera,
tampoco hubo cambios en la actividad de la TH en el BO derecho entre los grupos Nt (control
y tratados) (Figura 36.b). Sin embargo, aqui los controles DOCA-sal tuvieron un aumento de
la actividad enzimatica del 40%. Asimismo, este incremento en los animales hipertensos no
se vio modificado debido a la administracion del agonista ETg bajo ninguna de las dosis

(Figura 36.b).
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Figura 36. Efectos de la activacion cronica ETs sobre la actividad de la TH en el bulbo olfatorio izquierdo
y derecho. a. Se grafican los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el agonista IRL1620
(dosis crdnica: 45ng/h o 90ng/h) en el bulbo olfatorio izquierdo de animales normotensos e hipertensos
DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la actividad de la TH debido al tratamiento con el agonista
IRL1620 (dosis cronica: 45ng/h o0 90ng/h) en el bulbo olfatorio derecho. ** p < 0,01 vs Control Nt. NUmero
de animales: 3-5.

Por lo tanto, como se menciond anteriormente, en los animales DOCA-sal la actividad

de la TH no se ve alterada en el BO izquierdo y se encuentra aumentada en el derecho.



Ademas, la activacién crénica de los receptores ETg centrales no modularia la actividad a

largo plazo de la TH tanto en las ratas Nt como DOCA-sal.
4.2.3.2. Expresion de la tirosina hidroxilasa total y fosforilada.

Se evaluaron los niveles de expresién y fosforilacién de la TH en el BO de ratas Nt e
hipertensas DOCA-sal para estudiar si la activacién a largo plazo del receptor ETg modifica
este mecanismo de regulacién catecolaminérgica. Estos experimentos se realizaron en el BO
izquierdo y derecho por separado segun el protocolo de WB descripto en Materiales y
Métodos.

La activacion a largo plazo de los receptores ETg centrales no modifico los niveles de
expresion ni fosforilacion de la TH en el BO izquierdo de ninguno de los grupos estudiados
(Figura 37).

Por el contrario, el BO derecho de los controles DOCA-sal mostré un aumento del 72%
en los niveles totales de la TH. Asimismo, este incremento se vio acompafiado en igual
sentido por todas las fosforilaciones. En estos animales, la activacién crénica ETg no tuvo
efectos sobre los valores totales de la TH ni de sus variantes fosforiladas (Figura 38).

En el BO existe una expresion de la TH aumentada en la hemiporcidn derecha de los
animales DOCA-sal, acompafiada por cambios en el estado de fosforilacidon de la enzima. Por
su parte, este mecanismo de regulacién de la TH en el BO izquierdo, a diferencia del derecho,
parece no responder al tratamiento DOCA-sal. Ademads, como se vio anteriormente y de
manera preliminar, parece que la activacion a largo plazo de los receptores ETg centrales no

modularia este componente regulatorio en el BO en general.
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Figura 37. Efectos de la activacion crénica ETg sobre la fosforilacidon y expresion de la TH en el bulbo
olfatorio izquierdo. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de
expresion y fosforilacion de la TH en el bulbo olfatorio izquierdo. Se utilizdé B-actina como control de carga.
b. Arriba se grafican los niveles de fosforilacion en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que
abajo se observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresion total de la enzima
(derecha). No se observaron diferencias significativas en las distintas fosforilaciones ni en la expresidon
total de la TH bajo ninguno de los tratamientos. NUmero de animales: 5.
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Figura 38. Efectos de la activacién crénica ETs sobre la fosforilacion y expresion de la TH en el bulbo
olfatorio derecho. a. Inmunoblots representativos obtenidos mediante western blot de los niveles de
expresion y fosforilacién de la TH en el bulbo olfatorio derecho. Se utilizé B-actina como control de carga.
b. Arriba se grafican los niveles de fosforilacion en las serinas 19 (izquierda) y 31 (derecha), mientras que
abajo se observa el nivel de fosforilacion en la serina 40 (izquierda) y la expresién total de la enzima
(derecha). * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 vs Control Nt. Nimero de animales: 5.



4.2.3.3. Expresion del ARNm de la tirosina hidroxilasa.

Se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real para establecer si la activacion a largo
plazo de los receptores ETg centrales modifica los niveles del ARNm de la TH en el BO
izquierdo y derecho de ratas Nt e hipertensas DOCA-sal.

De igual manera que en los experimentos de actividad y expresién de la TH, no hubo
cambios en la expresion del ARNm de esta enzima en el BO izquierdo de ninguno de los
grupos evaluados (Figura 39.a).

Por otro lado, si bien el tratamiento con IRL1620 (45ng/h o 90ng/h) no modifico la
expresion del ARNm de la TH en el BO derecho de los animales Nt, si se produjo un
importante aumento del 308% en el Control DOCA-sal. De manera interesante, este
incremento se vio revertido solamente por la administracién de IRL1620 en la dosis de
90ng/h (Figura 39.b).

Como era de esperar, la expresion del ARNm de la TH en el BO de las ratas DOCA-sal
muestra valores aumentados en la hemiporcidn derecha, al ser comparado con el Control
Nt, sin cambios en la regién izquierda. El tratamiento con IRL1620 no modificd la expresién
del mensajero en el BO izquierdo, pero llamativamente, si logré revertir los valores
encontrados en el BO derecho de estos animales. Esto ocurrié sélo al administrarse una
dosis de 90ng/h. Estos resultados muestran que, a nivel transcripcional, el sistema
catecolaminérgico del BO derecho se encontraria alterado en los animales DOCA-sal.
Asimismo, sugieren que, bajo ciertas condiciones, la modulacién a largo plazo de los

receptores ETg centrales podria modificar este parametro.
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Figura 39. Efectos de la activacion crénica ETs sobre la expresion del ARNm de la TH en el bulbo olfatorio
izquierdo y derecho. a. Se grafican los cambios en la expresién del ARNm de la TH debido al tratamiento
con el agonista IRL1620 (dosis cronica: 45ng/h o 90ng/h) en el bulbo olfatorio izquierdo de animales
normotensos e hipertensos DOCA-sal. b. Se observan los cambios en la expresién del ARNm de la TH
debido al tratamiento con el agonista IRL1620 (dosis crénica: 45ng/h o 90ng/h) en el bulbo olfatorio
derecho. cy d. Ejemplos de las rectas de calibracidn, el perfil del ciclado y la temperatura de melting
tanto para B-actina como para la TH. c. Parametros bulbo olfatorio izquierdo. Recta de B-actina: CT = -
2,95*log[conc] + 17,69; eficiencia = 1,18; R? = 0,995. Recta de TH: CT = - 2,98*log[conc] + 25,02; eficiencia
=1,17; R?=10,989. d. Parametros bulbo olfatorio derecho. Recta de B-actina: CT =-2,95*log[conc] + 17,69;
eficiencia = 1,18; R? = 0,995. Recta de TH: CT = - 2,98*log[conc] + 25,02; eficiencia = 1,17; R2 = 0,989. * p
< 0,05 vs Control Nt; t p < 0,05 vs Control DOCA-sal; ¥ p < 0,05 vs DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h). Nimero
de animales: 3-4.

4.2.4. Resumen: Activacion crénica del receptor ETs.

Los resultados de la activacidon central crénica de los receptores ETg en animales Nty
DOCA-sal conscientes se resumen en la tabla 11. Podemos decir que los animales Nt no

muestran cambios en los parametros hemodinamicos estudiados debido a este tratamiento



(Figuras 28-31). En estos grupos, tampoco se vio alterado el sistema catecolaminérgico en
el hipotdlamo o el BO debido al tratamiento (Figuras 32-39). Esto indica que la
administracién a largo plazo de IRL1620 no alteraria el comportamiento de estos
mecanismos, sugiriendo que este agonista especifico ETg (al igual que el bloqueo ETa) no
tendria un efecto per sé sobre animales normotensos.

En los controles DOCA-sal se encontré un aumento de la PAS sin cambios en la FC
(Figuras 28-31). El tratamiento crénico con IRL1620 produjo una reduccion global de la PAS
en los animales DOCA, sin afectar la FC.

El HA y el HP de los animales DOCA-sal respondié de forma similar a lo observado en
los experimentos crénicos con el antagonista ETa. Sin embargo, la activaciéon crénica de los
receptores ETg centrales en estos animales hipertensos no modificé los pardmetros de la TH
estudiados tanto en el HA como en el HP manteniéndose en valores similares a los
observados en los controles hipertensos (Figuras 32-35). Es importante destacar que lo
observado debido a la activacidn ETg a largo plazo en el HA concuerda con lo demostrado
bajo el mismo tratamiento realizado de manera aguda, donde el agonista ETs tampoco
produjo modificaciones en esta area de los animales DOCA-sal [337]. Hasta el momento, los
resultados sugieren que en condiciones patoldgicas como las del modelo DOCA-sal, el
sistema catecolaminérgico hipotaldmico estaria influenciado en el largo plazo en mayor
medida por el receptor ETa. Mientras tanto, los efectos de la activacién crénica de los
receptores ETg centrales no son claros.

Por otro lado, el BO de los animales hipertensos mostré la misma respuesta asimétrica
descripta anteriormente. En el BO derecho de las ratas DOCA-sal se observé un aumento de
todas las variables estudiadas respecto de la regulacién de la TH, pero el tratamiento con el
agonista ETs no modifico esta situacidon (Figuras 36-39). La Unica excepcidn se presentd en
el estudio de los niveles del ARNm de la TH, alli la activacidn a largo plazo mediante del
receptor ETg (IRL1620 90ng/h) disminuyd los niveles aumentados en el BO derecho. Sin
embargo, al igual que en el hipotalamo, hasta el momento podemos decir que la ausencia
de respuesta durante la activacidn crénica ETg parece indicar que seria el receptor ETa quien
tiene un papel preponderante en la modulacién del sistema catecolaminérgico en el BO
derecho de las ratas DOCA-sal.

Los animales tratados durante 7 dias con cualquiera de las dosis de IRL1620 tuvieron
una significativa disminucién de la PAS (sin cambios en la FC), pero por algin motivo esta

situacién no se sostuvo en el tiempo (Figuras 28 y 29). Aun asi, esto muestra que la



activacion de los receptores ETg centrales tiene un efecto en la modulacidn de la PAS en el

modelo DOCA-sal.

EFECTOS DEL BLOQUEO CRONICO DEL RECEPTOR ETs

Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Nt + IRL1620 (45ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Nt + IRL1620 (90ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Control DOCA-sal ROMN ~ N d N R AR bl
DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h) | I /~o ~ % N N 2% Yl
DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h) | 4 /~o ~ % N R 2% N

HIPOTALAMO POSTERIOR

Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Nt + IRL1620 (45ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ | ~ | = -

Nt + IRL1620 (90ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ | ~ | = -
Control DOCA-sal M ~ ™~ N N ~ ™ A
DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h) | | /~o ~ gy ~ 21 <~ T 21T 2
DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h) | | /~o ~ G N r+ T~ 12T 1+

‘ BULBO OLFATORIO IZQUIERDO

Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Nt + IRL1620 (45ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Nt + IRL1620 (90ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Control DOCA-sal MDD ~ ~ ~ ~ ~ ~ -

DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h) | {/~o ~ ~ ~ ~ | ~ 1 = ~

DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h) | { /~o ~ ~ ~ ~ | ~ 1 = ~

‘ BULBO OLFATORIO DERECHO

Control Nt ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Nt + IRL1620 (45ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ | ~ | = -

Nt + IRL1620 (90ng/h) ~ ~ ~ ~ ~ | ~ 1 = -
Control DOCA-sal M ~ ™~ N N ™ ™ A
DOCA-sal + IRL1620 (45ng/h) | 4 /~o ~ ™~ T o IO ™1
DOCA-sal + IRL1620 (90ng/h) | 4 /~o ~ ™~ T o D O D O D RN N AN )

Tabla 11. Resumen de los efectos de la activacion crénica del receptor ETs. Se describen los cambios
producidos debido al tratamiento a largo plazo con IRL1620 en el HA, HP, BO izquierdo y derecho de los
animales Nt y DOCA-sal. Los factores estudiados son representados indicando si no hubo diferencias
significativas respecto del Control Nt (~) o bien, si se produjeron aumentos (1) o disminuciones (/). La
cantidad de flechas dan una idea de la amplitud del cambio observado y el subindice D indica que la
comparacion es versus el Control DOCA-sal. En los animales DOCA-sal tratados con IRL1620 se indica que
hubo una disminucién de la PAS, pero que al final del tratamiento los valores obtenidos fueron similares

a los del control DOCA-sal.




5. Discusion

Durante la introduccion al presente trabajo de tesis doctoral hemos descripto las
caracteristicas y la importancia de la HTA. Su elevada prevalencia a escala global junto con
su avance progresivo y silencioso, que se manifiesta mediante el dafio ocasionado a largo
plazo en los 6rganos blanco, son los factores claves que mantienen una alta tasa de
mortalidad. Estas muertes ocurren principalmente por accidentes cerebrovasculares,
renales o cardiovasculares. Esta enfermedad puede originarse a través de multiples factores
interrelacionados lo cual la convierte en una patologia muy compleja para su estudio,
prevencion y tratamiento. Si bien la HTA es estudiada desde hace muchas décadas por una
gran cantidad de grupos de investigacién, aln los mecanismos subyacentes a su génesis,
desarrollo y mantenimiento siguen siendo poco claros. Desde hace casi 20 aios nuestro
laboratorio viene investigando el papel del sistema endotelinérgico central en la regulacion
de la fisiologia cardiovascular y en la HTA. Como hemos visto, mediante experimentos ex-
vivo encontramos que este sistema interactia con el catecolaminérgico en tejidos
fuertemente relacionados con la regulacidn central de la PA como el HA y el HP, asi como
también en el BO de ratas normotensas [211,212,259-261,266,286,287,308].
Posteriormente, esta interaccion fue evaluada en un modelo de HTA sal dependiente como
el DOCA-sal [161,162]. En esa oportunidad, nuestro laboratorio encontré diferencias
importantes en los distintos pasos de la transmisidon noradrenérgica en estas areas del SNC,
al ser comparadas con las de animales normotensos. Durante los Ultimos afios, a través del
trabajo de la Dra. Julia Guil [337], se investigd el papel de la interaccion entre sistema
endotelinérgico enddgeno central y el catecolaminérgico en relacidn con el desarrollo de
HTA. De esta forma, mediante la administracidon aguda ICV del antagonista ETa BQ-610 o del
agonista ETg IRL1620 en ratas anestesiadas se estudio la participacion de estos receptores
tanto en animales normotensos como DOCA-sal. Por un lado, se evalud la distribucion de
ambos receptores y los efectos agudos de los tratamientos sobre el sistema
catecolaminérgico en el HA, HP y el BO. En paralelo, se indagd sobre las consecuencias de
estos manipuleos experimentales sobre la PA y la FC. Los experimentos a corto plazo
sentaron las bases para poder realizar los experimentos crénicos, en animales conscientes,
presentados en este trabajo de tesis. Los estudios a largo plazo nos permiten investigar las

implicancias de los receptores de las ETs sobre la regulacidn del sistema catecolaminérgico



en estas importantes areas del SNC. Ademads, podemos evaluar comparativamente si el
blogueo ETa o la activacion ETg de manera crénica presenta diferencias con lo observado a
corto plazo. A su vez, sirven para estudiar las consecuencias de estos tratamientos sobre la
regulacion central de la PA en la hipertensién DOCA-sal.

A continuacion, discutiremos este modelo de HTA sal dependiente en comparacién con
estados fisiolégicos normales en cuanto a sus consecuencias sobre la PA y el estado basal del
sistema catecolaminérgico en el HA, HP y el BO. Posteriormente, nos adentraremos en las

implicancias de los receptores de las ETs y los efectos a largo plazo de los tratamientos.

5.1. El modelo DOCA-sal.

El modelo DOCA-sal fue llevado a cabo mediante la administraciédn subcutanea de
DOCAy el agregado de 1 NaCl en el agua de bebida. Como se menciond en la introduccion,
el modelo seria dependiente de la sal desde el comienzo del tratamiento y la DOCA actuaria
aumentando el apetito del animal por el sodio facilitando el aumento de la PA [149,177—-
180]. En este modelo, se demostrd que los niveles de sodio plasmaticos y en el LCR se
encuentran aumentados [157,158]. Ademas, el bloqueo central de canales de este catién
reduce la PA en estos animales hipertensos [181]. Es importante destacar que la ET-3
modula la sensibilidad de estos canales en el érgano circunventricular, una de las regiones
del SNC mas relacionadas con la deteccion de sodio, lo cual de alguna manera sugiere la
participacién del sistema endotelinérgico [182]. Ademas, se vio que para mantener la
sensibilidad a la sal en este modelo de HTA se requiere también de una menor actividad de
neuronas catecolaminérgicas en el HA [189].

Relacionandolo con la HTA en humanos, hemos mencionado que el consumo elevado
de sodio es uno de los factores importantes para el desarrollo de HTA, destacando que gran
parte de la poblacion mundial supera por amplio margen el consumo diario recomendado
[1,21-23]. Se estima que el 26% de la poblacién normotensa y el 51% de la poblacién
hipertensa es sensible a la sal, lo que indica que este elemento podria ser un indicador clave
en las personas que estan predispuestas al desarrollo de HTA [149]. Se demostrd que dietas
reducidas en sodio, acompanadas de un plan alimentacidn acorde, disminuyen la PA tanto
en pacientes normotensos como hipertensos [24—27]. Por el contrario, la ingesta elevada de
este ion y el consecuente aumento de la PA irian acompanados de alteraciones a nivel
noradrenérgico [30,31]. En el modelo DOCA-sal el incremento de los niveles de sodio

conlleva a la retencion de agua y esto a un aumento de la volemia con consecuencias sobre



los valores de PA. Cabe mencionar que en estos animales la retencion de sodio se ve
facilitada por un tono simpatico renal exacerbado [184]. Estas son algunas de las razones
por lo cual elegimos estudiar los mecanismos implicados en el aumento de la PA en este
modelo, ya que es justamente la descarga simpatica uno de los factores que podrian tener
mayor relevancia en el desarrollo y mantenimiento de la HTA sal dependiente.

En este sentido, hemos visto que la regulacion rapida de la PA por parte del sistema
nervioso depende de los mecanismos de feedback (como por ejemplo el barorreflejo) y
anticipaciéon (comandos centrales superiores) teniendo como sistema efector el balance
autondmico [36]. La resultante del accionar de estos mecanismos se observa en la
modulacion de la descarga simpatica y/o parasimpatica. Se ha reportado una descarga
simpatica aumentada en el modelo DOCA-sal donde la actividad del sistema
catecolaminérgico a nivel periférico también se vio incrementada principalmente debido a
un aumento de la ET-1 circulante [75,184,185]. A nivel central, se describid que el drea AV3V
de Brody es necesaria para el mantenimiento de los valores elevados de PA en este modelo
[53,72,186,187] y la activacién del LC los incrementa aun mas [93]. Asimismo, se reportd
que el hipotdlamo también aumentaria la descarga simpatica y la respuesta vasopresora a
nivel periférico lo que seria indispensable para el aumento de la PA [188].

El aumento de la PA en el modelo DOCA-sal ocurre en dos fases. Durante los primeros
dias ocurre un aumento inicial y luego un segundo incremento que se mantiene durante
semanas [149]. Durante la primera parte de la tercera semana de tratamiento los animales
presentan una PA significativamente superior pudiendo ser considerados como hipertensos
[53,154,157,184,340,367,368]. En nuestro laboratorio el tratamiento durante 5 semanas
permitio alcanzar valores de PAS cercanos alos 160mmHg [161,162] y en el presente trabajo
los controles DOCA-sal alcanzaron un maximo de 173 mmHg al final del tratamiento.

En cuanto a la FC, los trabajos publicados son contradictorios. Por un lado algunos
autores indican que no hay diferencias en la FC de las ratas DOCA-sal al ser comparadas con
las normotensas [157,340,368], mientras que otros aseguran que existe un aumento leve,
pero significativo en favor de los hipertensos [369]. En este aspecto, nosotros no
encontramos diferencias sustanciales entre los controles Nt y DOCA-sal a lo largo de todo el
tratamiento. Es importante destacar que en el modelo DOCA-sal el barorreflejo se
encuentra alterado, inclusive antes del aumento de la PAS pudiendo ser esto una de las

razones de la falta de respuestas significativas en la FC [149,370-373].



El modelo también se caracteriza por el desarrollo de hipertrofia del VI. El IHVI en
trabajos publicados anteriormente marca un incremento del 25-36% en los animales DOCA-
sal comparados con los normotensos [161,162,340,368]. Nuestros resultados estan de
acuerdo con esto, dado que obtuvimos un 42% de aumento en las ratas hipertensas.

Como hemos mencionado anteriormente, otro factor importante en este modelo de
hipertension sal dependiente son las ETs y sus receptores. La distribucion del sistema
endotelinérgico a lo largo de todo el cuerpo, incluido el SNC le confiere la capacidad
participar en la regulacién muchas funciones fisioldgicas [113,244-246,304-306]. A nivel
periférico, una de las principales es la de la regulacion del tono vascular. Alli pueden
provocar vasoconstriccion mediante la activacion de ETa/ETg en las células de la musculatura
vascular o vasodilatacion mediante ETg en las células endoteliales [154,168,244,247,321].
En el modelo DOCA-sal se observd que la ET-1 circulante estd aumentada, asi como también
la actividad de ambos receptores demostrando que juegan un papel relevante en el tono
vascular y el aumento de la PA de manera crénica en este modelo [33,150,152,167-169]. En
virtud de ello se ha reportado que la inhibicion periférica de los receptores de las ETs
disminuye la PA [53,149,150,152,169,170,281,294,320].

Por su parte, a nivel del SNC el sistema endotelinérgico se encuentra presente en
diversas dreas, entre ellas las estudiadas en el presente trabajo de tesis
[113,128,129,131,265,305,307]. Muchos trabajos avalan el papel de las ETs como moléculas
neuromoduladoras, poniendo especial énfasis en su interaccién con la transmisién
catecolaminérgica a través del accionar tanto de ETa como de €ETs
[33,68,113,123,161,162,211,212,259-261,266,286,287,308]. Por lo tanto, no seria ildgico
pensar que los cambios a nivel cardiovascular tal vez ocurran a través de este mecanismo.
En este sentido, se reportd que la administracion central de ETs produce un aumento de la
descarga simpatica, de los niveles plasmaticos de las catecolaminas, de la respuesta
vasopresora y de la de PA [113,281,304,309-318]. Ademas, estos efectos pudieron ser
revertidos mediante la inhibicién ganglionar [113] o de los receptores ETa en el area
periacueductal [171]. Como hemos anticipado anteriormente, nuestro grupo ha
demostrado que las ETs centrales modulan los distintos pasos de la transmision
noradrenérgica en el HA, HP y el BO de ratas normotensas e hipertensas DOCA-sal,
principalmente a través de los receptores ETan y ETs [161,162,211,212,259-

261,266,282,286,287,308]. No obstante, antes de adentrarnos en el rol del sistema



endotelinérgico enddgeno central, es importante entender el estado basal de la actividad

catecolaminérgica del hipotalamo y el BO en los animales DOCA-sal.

5.1.1. Elsistema catecolaminérgico hipotalamico.

Previamente describimos al hipotdlamo como una de las regiones del SNC
fundamentales para la regulacion de la funcion cardiovascular y que ademas presenta
grandes cambios funcionales y neuroquimicos en animales hipertensos
[14,33,34,47,53,67,86,94-96]. También se ha demostrado que el hipotdlamo es
crucial en la modulacién central de la descarga simpatica ante la ingesta crénica de
cantidades elevadas de sal [98]. Por estas razones fue elegido como una de las areas
de estudio en nuestro laboratorio.

Hace algunos afios encontramos que el HA de las ratas DOCA-sal presenta una
actividad catecolaminérgica disminuida en comparacién con la misma area en
animales normotensos (Abramoff, resultados no publicados). Los resultados hallados
en el presente trabajo de tesis pudieron corroborar esta situacion mostrando una
disminucién de la actividad enzimatica de la TH, respaldada por una menor expresion
y fosforilacién. A esto podemos sumarle que los niveles del ARNm de la TH también
son menores en los animales DOCA-sal en comparacion con los controles Nt. Estas
evidencias indican claramente una alteracion del sistema catecolaminérgico en el HA,
sugiriendo una menor actividad simpatoinhibitoria de esta area, lo cual podria
contribuir a una descarga simpatica aumentada en este modelo de hipertensién sal
dependiente.

Por otro lado, nuestro laboratorio también demostré una mayor actividad
catecolaminérgica en el HP de las ratas DOCA-sal comparadas con las normotensas
[162]. Ademas, esto tuvo consecuencias sobre la transmisién noradrenérgica dado
gue se hallé una mayor liberacién y captacion de NA acompafnada por un aumento en
la expresion y actividad del NET [162]. Es asi como los resultados en el presente
trabajo también concuerdan con este escenario en el HP de los controles hipertensos.
De modo que, hallamos un aumento en la expresion y los niveles de fosforilacidon de
la TH en esta drea, acompainadas por una mayor actividad enzimatica. Al mismo
tiempo, y en concordancia con lo encontrado anteriormente [337], también
observamos que alli los niveles de expresion del ARNm de la TH estaban

incrementados. Esto pone en evidencia una alteracidn del sistema catecolaminérgico,



ahora en el HP, sugiriendo que habria una mayor actividad simpatoexcitatoria de esta
area lo cual, junto con lo observado en el HA, podria contribuir a una descarga

simpatica aumentada en la hipertension DOCA-sal.
5.1.2. Elsistema catecolaminérgico en el bulbo olfatorio.

A pesar de presentar numerosas conexiones con areas del SNC implicadas en la
regulacién de la funcidn cardiovascular el BO ha sido una regidn poco estudiada en
este aspecto [105,110,112-115]. Trabajos previos nos llevan a plantear que el BO
podria tener un papel relevante en situaciones donde la funcién cardiovascular estd
alterada, como es el caso de la HTA. Por estas razones en nuestro laboratorio
decidimos estudiar el BO como una probable area relacionada con el desarrollo y
mantenimiento de la HTA en el modelo DOCA-sal.

Hemos mencionado que una publicacidén de nuestro grupo de investigacion
demostré que en el BO de los animales DOCA-sal existe un comportamiento
asimétrico entre la hemiporcién izquierda y derecha, siendo esta la razén principal
por la cual en este trabajo de Tesis Doctoral se los estudié por separado. De modo
que, en los animales normotensos se observd que el BO izquierdo y derecho no
presentan diferencias en cuanto a la expresion, fosforilacion y actividad de la TH, asi
como tampoco en la liberacion de NA [161]. En contraste, la hipertension DOCA-sal
provoco un aumento de la actividad catecolaminérgica en el BO derecho [161]. Estos
resultados fueron reconfirmados posteriormente en nuestro laboratorio a través de
los trabajos de la Dra. Guil [337], a los cuales se le sumé un dato adicional que fue un
aumento en los niveles de expresién del ARNm de la TH en las ratas hipertensas. No
obstante, es importante remarcar que en estos ultimos experimentos el BO fue
estudiado entero, como un tejido Unico, por lo tanto no podemos saber si los
resultados obtenidos presentaron diferencias entre ambas hemiporciones [337].
Todos estos hallazgos coinciden con lo mostrado en el presente trabajo de tesis,
donde encontramos que en el BO derecho de los animales DOCA-sal se produjo un
aumento de la expresion de la TH, su fosforilacidon en todas las serinas estudiadas y
consecuentemente en su actividad enzimatica. Asimismo, también obtuvimos un
aumento de los niveles transcripcionales de ARNm de la TH. Por el contrario, todas

estas variables no se vieron modificadas debido al tratamiento DOCA-sal en el BO



izquierdo, volviendo a poner en evidencia la asimetria funcional observada en trabajos
anteriores.

Por lo tanto, estas evidencias exponen una alteracién del sistema
catecolaminérgico en el BO de los animales hipertensos, principalmente en la region
derecha. Teniendo en cuenta las relaciones que esta area tiene con los distintos
nudcleos del SNC antes nombrados, podemos pensar que el BO también podria
contribuir al desbalance autonémico a favor de una descarga simpatica incrementada

en la hipertensién DOCA-sal.

Hasta aqui, hemos delimitado las diferencias entre las ratas en condiciones fisiolégicas
normales y las alteraciones producidas por la hipertension DOCA-sal, tanto a nivel
hemodindmico como en las regiones estudiadas del SNC. En conjunto y de manera
resumida, dijimos que este modelo de HTA sal dependiente provoca un aumento sostenido
de la PAS, sin cambios en la FC, junto con el desarrollo de hipertrofia del VI. Ademas,
modifica el estado del sistema catecolaminérgico central, al menos en el HA, HP y el BO
derecho de estos animales. En principio, podriamos decir que existe un aumento de la
actividad noradrenérgica en el HP y el BO derecho, acompainado de una disminucion en el
HA. Esta situacion llevaria a una descarga simpatica aumentada lo cual seria un factor crucial
en el mantenimiento de la PAS en las ratas DOCA-sal.

Es pertinente decir que estos resultados no son novedosos, dado que como se
describid a lo largo del texto fueron estudiados con anterioridad, principalmente en nuestro
laboratorio. Sin embargo, la confirmaciéon de estos nos sirve como bases sélidas para
analizar las consecuencias derivadas del bloqueo central de los receptores ETa o la activacion
ETs a largo plazo. De esta manera, podremos obtener conclusiones interesantes respecto de
la implicancia del sistema endotelinérgico central en el desarrollo y mantenimiento de la

HTA DOCA-sal.
5.2. Implicancias de los receptores de las endotelinas.

Hemos repasado diversos trabajos avalando la hipdtesis de que en patologias como
la HTA el sistema endotelinérgico podria estar alterado [33,244,245,257]. Es interesante
remarcar que se observo que en diferentes modelos animales de hipertensién (DOCA-sal,
SHR-SP, Dahl sensibles, Goldblatt 1, inducido por angiotensina) este sistema esta up-

regulado, mientras que en otros no (SHR, Goldblatt Il o inducida por L-NAME) [374—-380].



Ademas, como mencionamos anteriormente, la administracion central de ETs produce
cambios en la descarga simpatica, incrementan los niveles plasmaticos de catecolaminas,
inducen vasoconstriccion y aumentan la PA [113,281,304,309-318]. Asimismo, algunos
autores sugieren que las ETs modulan el tono vascular tanto en condiciones fisioldgicas
como fisiopatoldgicas también a largo plazo [169,281,294,320]. En este sentido, el papel
neuromodulador de las ETs centrales parece ser ejercido, al menos en parte, mediante la
interaccion con el sistema catecolaminérgico en dreas como el HA, HP y el BO. Por eso
resulta interesante pensar que los cambios a nivel cardiovascular observados en la
hipertension DOCA-sal probablemente podrian ser desarrollados y mantenidos a lo largo del
tiempo a través de la interaccién entre estos sistemas a nivel central.

Durante los ultimos afios nos abocamos a investigar el papel de los receptores ETa y
ETs en este modelo de HTA sal dependiente. Como explicamos en la introduccién estos
receptores desencadenan multiples cascadas de sefializacion con efectos principalmente en
la fisiologia endocrina, neuroendocrina, el balance hidrosalino y la fisiologia cardiovascular
y renal [113,244,245,247,252,256,281,282]. Sin embargo, aun no se conocen las
implicancias a largo plazo de la modulacién central de ETay ETs en la regulacion de la funcion
cardiovascular, tanto en estados normales como patoldgicos. Por estas razones, y ademas
teniendo en cuenta que la mayoria de nuestros trabajos fueron realizados ex-vivo,
decidimos investigar los efectos de la inhibicidn de los receptores ETa centrales de manera
crénica en ratas normotensas e hipertensas DOCA-sal conscientes. Asimismo, evaluamos si
la activacidn de los receptores ETg centrales presentan un comportamiento similar a la de
los receptores ETa. A continuacién, se describen las consecuencias de estos tratamientos
sobre el sistema catecolaminérgico en el hipotdlamo y el BO, asi como también sus efectos

sobre la PASy la FC.

5.2.1. Hipotdlamo anterior y posterior.

Inicialmente decidimos administrar de manera crénica un antagonista del receptor
ETa (BQ-610) dado que, de acuerdo a la bibliografia, seria el que presenta mayor relevancia
en la respuesta presora producida por las ETs centrales [171,381-384]. Esto surge de
diferentes publicaciones donde se investigaron los efectos de administrar, tanto central
como periféricamente, antagonistas especificos ETa [171,349,385—-387]. Asi, se demostro
que un bloqueante ETa, el FR139317, infundido en el drea gris periacueductal de ratas

hipertensas DOCA-sal disminuye la PA [171]. Lo mismo se logré con un antagonista mixto



(ETA/ETg) pero no por uno especifico ETg (BQ-788), lo cual llevé a pensar que los receptores
ETa resultaban esenciales en este modelo de HTA [171]. También se comprobé que la
administracién de ET-1 en esta drea elevaba la PA a través de un mecanismo dependiente
del sistema catecolaminérgico [388]. En otros estudios se vio que la administracién de un
antagonista ETa junto con ET-1 en la misma regidn no ejercia respuesta presora, lo que
demostraba que este efecto dependia de la estimulacion del receptor ETa [349,389].
Asimismo, se observé que la infusidn de ET-1 en el NPV estimulaba el receptor ETa y llevaba
a un aumento de la PA junto con una mayor actividad de |la descarga simpatica renal [390].
Ademads, se demostrd que la administracion ICV de Sarafotoxina 6b (potente agonista
mixto), produce un aumento transitorio de la PA a través de la activacion del sistema
nervioso simpatico [391,392]. Estos estudios demuestran que la activacién central del
receptor ETa es esencial en modelos de HTA que dependen de la elevacion de ET-1 o cuando
se aumenta la PA por la administracion de ETs [393].

En el presente trabajo encontramos una importante respuesta al bloqueante BQ-610
en el largo plazo, principalmente en los animales DOCA-sal. Recordemos que los primeros
indicios de una participacion del sistema endotelinérgico central en la modulacién
catecolaminérgicay en la hipertensién DOCA-sal fueron reportados por nuestro laboratorio.
Alli observamos que la incubacién del HA de animales normotensos con ETs (ET-1y ET-3) a
corto y mediano/largo plazo (30 minutos y 360 minutos respectivamente) disminuye la
actividad, expresion y fosforilacidon en las serinas 19 y 40 (sin cambios en la serina 31) de la
TH [259,287]. Estos efectos fueron acompafiados por una menor liberacién y mayor
recaptacion de NA [286,287,308]. De manera interesante, esos resultados en el HA de
animales normotensos fueron similares a los observados en los animales DOCA-sal sin la
aplicacion exdgena de ETs (Abramoff y col, resultados no publicados), sugiriendo que este
mecanismo podria participar en el origen de la HTA en este modelo. Asi, la inhibicién crénica
de los receptores ETa centrales de alguna manera concuerda con este comportamiento, ya
que en el HA de los animales hipertensos tratados con BQ-610 (12ng/h o 24ng/h) hay una
reversion en la expresion total de la TH y la fosforilacion en las serinas 19 y 40 respecto de
la disminucién encontrada en los controles DOCA-sal. Esta reversidon permitié alcanzar
valores similares a los hallados en los controles Nt. Como se menciond anteriormente, un
aumento de estas modificaciones postraduccionales son indicadores de una mayor
actividad enzimatica. De hecho, también se encontrd una reversion en la actividad de la TH

en estos experimentos. Estos resultados coinciden con los observados previamente



mediante el bloqueo agudo del receptor ETa (1 hora), donde se vio que los valores de estos
pardmetros en los animales tratados tuvieron niveles comparables con los controles Nt
[337]. No obstante, diferente es lo que sucede con los niveles del ARNm de TH, dado que
ninguno de los tratamientos crénicos modificd la baja expresidén encontrada en los animales
DOCA-sal. De acuerdo con esto, en el corto plazo tampoco hubo efectos del tratamiento con
BQ-610 sobre el estado del mensajero de TH en estos animales [337], sugiriendo que los
receptores ETa centrales no alterarian el sistema catecolaminérgico en el HA a nivel
transcripcional.

De manera complementaria y dado que se ha descripto que los receptores ETay ETs
suelen presentar efectos antagdnicos [244], decidimos estudiar los efectos de la activacion
de los receptores ETg centrales mediante la infusion crénica de IRL1620. En virtud de ello,
nos propusimos determinar si este agonista puede ejercer una respuesta similar al bloqueo
ETa. Ademas, es pertinente remarcar que no utilizamos un agonista especifico ETa porque
hasta el momento no existe. Tampoco usamos un antagonista ETs dado que, si el objetivo
ultimo seria buscar alguna utilidad terapéutica para el uso de estas drogas en una patologia
como la HTA, en principio no tendria sentido utilizar un agente que puede resultar en un
aumento de la PA adicional en los animales hipertensos.

En 1995 Rebello y col. demostraron que la administracion ICV de IRL1620 durante 30
minutos en animales normotensos no generaba cambios en la PA o la FC sugiriendo que no
habria un efecto propio de la droga cuando es aplicada en condiciones fisioldgicas normales
[391]. Ademas, se describié que el uso de agonistas especificos ETg podrian presentar
efectos beneficiosos en el tratamiento de algunas patologias [245,254,394]. En este sentido,
algunos trabajos han demostrado que son utiles en la regeneracién neuronal y vascular en
casos como el infarto isquémico cerebral [348,395,396]. Asimismo, se encontré que el
IRL1620 mejoraria las habilidades cognitivas en algunos modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas como por ejemplo el Alzheimer [348,396]. También se vio que la
estimulacion de los receptores ETg periféricos en animales hipertensos producen una
respuesta vasodilatadora mediada por el ON facilitando la eliminacion renal de sodio.

Contdbamos con que nuestro laboratorio habia demostrado que la aplicacién ex-vivo
y a corto plazo de ETs en el HA de ratas normotensas disminuye la liberacién de NA, asi como
también la expresion, fosforilacion y actividad de la TH a través del receptor ETg y activando
las vias del ON, la PKG y al receptor GABA-A [211,259,282,286,287]. De manera similar,

vimos que el HA de las ratas DOCA-sal también presentaba una leve disminucién de estos



componentes en comparacion con los animales normotensos (Abramoff, resultados no
publicados). Por su parte, el tratamiento agudo con IRL1620 en los animales hipertensos
solamente habia mostrado un incremento en la fosforilacién de la serina 40 de la TH, pero
esto no afectd su actividad enzimatica [337]. Sin embargo, la activacion crénica ETg (45ng/h
0 90ng/h) parece no provocar cambios en ninguno de los parametros estudiados de la TH,
dado que el tratamiento a largo plazo no alteré las disminuciones observadas en el HA de
los animales hipertensos.

En conjunto, todos estos resultados podrian indicar que a través de los receptores ETa
centrales se modularia el sistema catecolaminérgico en el HA de los animales hipertensos
en el largo plazo, alterando la expresion y fosforilacién de la TH lo que induciria cambios en
su actividad enzimatica. Sin embargo, ninguno de los receptores parece tener influencia a
nivel transcripcional en esta area. De esta forma el mantenimiento a largo plazo de una
menor actividad simpatoinhibitoria del HA en la HTA DOCA-sal se deberia principalmente a
la activacion central del receptor ETa. Por su parte, el estimulo ETg reactivaria levemente
esta area simpatoinhibitoria de manera aguda, mientras que no asi a largo plazo.

Por otro lado, en el HP las evidencias marcan un comportamiento completamente
diferente. Previamente reportamos que la incubacion ex-vivo del HP de animales
normotensos con ETs a corto plazo (30 minutos) provoca una disminucion temporal en la
fosforilacién y actividad de la TH, sin cambios en la expresion de esta. Sin embargo, a los 360
minutos este fendmeno se revertia culminando en un aumento de la expresién vy
fosforilacién de la enzima a través de mecanismos que involucraban a los receptores ETa y
ETs [211,259]. Esto también producia una mayor liberacidn y menor recaptacion de NA
debido a la incubacion con ETs mediante la participacion del receptor ETg, lo cual indicaba
por un lado una mayor descarga noradrenérgica en esta drea y por el otro una menor
inhibicidn por feedback negativo de la TH [266,308]. Estos resultados en el HP de animales
normotensos también fueron similares a los observados endégenamente en los animales
DOCA-sal sin la aplicacion exdgena de ETs [162]. Es mads, cuando se incubd el HP de los
animales hipertensos con estos neuropéptidos se logré un incremento auin mayor de la
actividad catecolaminérgica en general y un aumento de la descarga noradrenérgica [162].

En el presente trabajo, los resultados obtenidos mediante la inhibicién a largo plazo
del receptor ETa de alguna manera también concuerdan con este comportamiento, ya que
en el HP de los animales hipertensos tratados con BQ-610 (12ng/h o 24ng/h) hay una

reversion en la expresion total de la TH y la fosforilacién en las serinas 19, 31 y 40 respecto



del aumento observado en los controles DOCA-sal llegando a valores comparables con los
controles Nt. También esto se vio reflejado como una reversién en la actividad de la TH,
coincidiendo parcialmente con lo observado mediante el bloqueo ETa de manera aguda (1
hora), donde se observo que estos parametros también disminuyeron respecto del control
DOCA-sal. Ademas, en ese caso esto correlacionaba con un incremento en la expresion del
receptor ETa y con una mayor colocalizacion ETa/TH [337]. Sin embargo, los niveles de
expresion de la TH en el HP de los animales hipertensos solamente pudieron ser revertidos
mediante el bloqueo del receptor ETa a largo plazo, ya que a corto plazo se mantuvieron
aumentados [337]. Ademas, debido al tratamiento crdnico con el antagonista ETa (12ng/h o
24ng/h) se observd una disminucidn significativa de la expresion del ARNm de la TH que sin
embargo no alcanzé para ser equiparada con la encontrada en los controles Nt. Este
resultado también fue similar a lo observado a corto plazo donde los niveles del mensajero
estuvieron en un valor intermedio entre los hallados en animales normotensos y DOCA-sal
sin tratar [337].

En cuanto a la activacién crénica ETs en el HP, al igual que en el HA, no produjo
cambios en ninguno los parametros estudiados de la TH, dado que el tratamiento a largo
plazo no alterd los incrementos observados en el HP de los animales hipertensos. Esto
resulta de alguna manera interesante ya que, bajo el tratamiento agudo con IRL1620, las
ratas DOCA-sal habian mostrado por un lado una disminucidn del ARNm de la TH y por el
otro un incremento en la fosforilacion de las serinas 19 y 31 sin cambios en la 40 o la
expresion total de la enzima [337]. Si bien en ese caso no hubo consecuencias sobre su
actividad enzimatica, de alguna manera se pone en evidencia que a corto plazo existiria una
reaccién del sistema catecolaminérgico en el HP dependiente del receptor ETs que pareciera
perderse a largo plazo.

Estos resultados sugieren que a través de los receptores ETa centrales se modularia el
sistema catecolaminérgico en el largo plazo también en el HP de los animales hipertensos,
alterando la expresion y fosforilacion de la TH lo que induciria cambios en su actividad. Los
tratamientos crénicos también muestran efectos sobre los niveles del ARNm de la TH, cosa
gue no sucedié en el HA. Ademads, es importante destacar que si bien hay una mayor
expresion de receptores ETa en el HP de los animales DOCA-sal comparados con los
normotensos [162,337], como veremos mas adelante, esto no implica necesariamente que
la respuesta observada mediante el bloqueo crénico sea por un efecto directo en este

nucleo. Adicionalmente, pudimos observar un posible papel del receptor ETs en la

~100~



modulacion del sistema catecolaminérgico en los animales hipertensos en tiempos cortos,
pero esto no se vio reflejado a largo plazo. De esta forma el mantenimiento de una mayor
actividad simpatoexcitatoria del HP en la HTA DOCA-sal pareciera depender mayormente
de la activacién central del receptor ETa. En este sentido, el receptor ETg parece responder
de manera aguda, pero su activacion aqui tampoco logra sostener un efecto a largo plazo.

En cuanto a los animales Nt, la administracion crénica de BQ-610 tanto como la de
IRL1620 no produjo alteraciones sobre los distintos factores estudiados de la TH en el HA de
estas ratas al ser comparadas con sus respectivos controles. Lo mismo se observé en el HP
de los animales Nt tratados. De acuerdo con esto, contdbamos con trabajos anteriores
donde se demostrd que la incubacién a corto y mediano plazo tanto del HA como del HP
con BQ-610 en ratas normotensas no produjo ninguin efecto sobre la liberacién y
recaptacion de NA asi como tampoco en actividad de la TH [211,259,261,266,286]. Esto
también fue validado in-vivo mediante la administracion ICV de BQ-610 de manera aguda
en ratas normotensas, donde no hubo modificaciones en las fosforilaciones de la TH asi
como tampoco en la expresién de su ARNm [337]. Sin embargo, la incubacién ex-vivo del HA
a corto plazo con IRL1620 llevé a una disminucién de la actividad de la TH, sin mostrar
cambios en el HP [211,287]. A esto podemos sumarle que la infusion ICV a corto plazo de
este agonista ETg aumentd la expresidon de la TH y su fosforilacidon en la serina 31 pero
disminuyé los niveles del ARNm en el HA de las ratas normotensas. Ademas, en el HP de
estos animales el tratamiento agudo produjo una disminucién en la fosforilacion de la serina
31 de la TH y un aumento significativo de los niveles de su ARNm [337].

Las diferencias observadas en el hipotdlamo debido a la incubacién ex-vivo o bajo la
administracién ICV de forma aguda de BQ-610 o IRL1620, en comparacion con la infusion
crénica en animales conscientes, muestran algunas conclusiones interesantes. Por un lado,
gue el antagonista BQ-610 no tendria un efecto per se en la modulacién a largo plazo del
sistema catecolaminérgico hipotaldmico de los animales en condiciones fisioldgicas
normales. Por otro lado, que el agonista IRL1620 provocaria una respuesta dual sobre el
hipotdlamo de las ratas normotensas, dado que en tiempos cortos se observan algunas
alteraciones de los distintos pardmetros estudiados de la TH y en el largo plazo esta
respuesta parece perderse. Esto resulta similar a lo observado en las ratas DOCA-sal,
sugiriendo que independientemente que sea un animal Nt o hipertenso el efecto del
IRL1620 se manifiesta de manera aguda pero no se sostendria en periodos de tiempo

prolongados.
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En resumen, en los animales normotensos el antagonista BQ-610 no tendria un efecto
sobre la modulacién del sistema catecolaminérgico en el hipotalamo, mientras que el
agonista IRL1620 solamente muestra un efecto en el corto plazo. Por otro lado, en el modelo
DOCA-sal se observa un aumento de la actividad catecolaminérgica en el HP y una
disminucion en el HA que se corresponderia con una mayor descarga simpatica. Esta
respuesta parece ser mediada en el corto plazo por los receptores ETa y ETs centrales. Sin
embargo, para mantener este estado a lo largo tiempo, seria fundamental la activacién ETa.
Ademas, la activacién central ETs no parece emular los efectos observados mediante el

bloqueo ETa, al menos en el largo plazo.

5.2.2. El bulbo olfatorio.

En el BO también encontramos una importante respuesta al bloqueante ETa en el
largo plazo, principalmente en los animales DOCA-sal, mientras que la activacion crénica ETg
parece no tener un efecto prolongado.

Las primeras evidencias de una participaciéon del sistema endotelinérgico en la
modulacion catecolaminérgica del BO y en la hipertensién DOCA-sal fueron reportadas por
nuestro laboratorio. Como bien mencionamos anteriormente, la incubacion del BO de
animales normotensos con ETs a corto y mediano plazo (30 minutos y 240 minutos
respectivamente) provocd un aumento de la actividad de la TH. Esto estd respaldado por un
incremento en los niveles de expresidn y fosforilacién de la enzima, con la participacién de
los receptores ETa y ETs, involucrando las vias CAMK-Il, PKC y PKA [212,260]. Estos
tratamientos también indujeron una mayor liberacion de NA y a nivel transcripcional
provocaron un aumento de la expresién del ARNm de la TH [212,260]. Estos resultados
coincidieron con lo encontrado en los animales DOCA-sal, demostrando que en este modelo
de HTA el sistema catecolaminérgico del BO estaria modulado por el sistema
endotelinérgico central. Ademas habiamos destacado que los animales hipertensos
presentan un comportamiento asimétrico entre las hemiporciones derecha e izquierda
[161]. Esta respuesta fue confirmada a través de los distintos tratamientos realizados en el
presente trabajo, mostrando que seria la hemiporcién derecha la que participa en la
modulacion del sistema catecolaminérgico del BO. Mediante los hallazgos anteriores y a
través de esta tesis remarcamos que existe un aumento de la actividad catecolaminérgica

en el BO derecho de las ratas DOCA-sal [161,337]. Ademas, esto es acompafiado por un
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incremento en los niveles de mensajero de la TH [161,337]. Asimismo, se destaca que el BO
izquierdo no presentd modificaciones en ninguno de estos casos.

En este contexto, la inhibicidn crénica ETa (12ng/h o 24ng/h) mostrd una reversion
significativa de la expresion y la fosforilacién en las serinas 19, 31 y 40 de la TH en el BO
derecho de los animales DOCA-sal. Como consecuencia, también disminuyé la actividad
enzimatica a valores comparables con los animales Nt. Ademas, los niveles de expresion del
ARNm de la TH también fueron revertidos en esta hemiporcién del BO de las ratas
hipertensas. Estos datos a largo plazo coinciden con los observados mediante el bloqueo
agudo del receptor ETa, donde las reversiones en estos parametros también alcanzaron
valores similares a los del control Nt. Esos tratamientos también habian mostrado un
incremento en la expresion del receptor ETa y una mayor colocalizacion ETa/TH a nivel de
los glomérulos olfatorios. Como mencionamos anteriormente, siempre hay que tener en
cuenta que los ensayos de cardcter agudo fueron realizados sin diferenciar las
hemiporciones, por lo tanto no podemos saber si este efecto observado a corto plazo es
proporcionado exclusivamente por una de ellas o por ambas a la vez [337].

Por otro lado, la activacidon crénica ETs no provocd alteraciones en el sistema
catecolaminérgico del BO derecho de los animales DOCA-sal, dado que el tratamiento a
largo plazo con IRL1620 (45ng/h o 90ng/h) no alterd los incrementos observados en los
distintos parametros estudiados de la TH. Por el contrario, el tratamiento agudo con el
agonista habia provocado una menor expresion de la TH, acompafiada en el mismo sentido
por las fosforilaciones de las serinas 19 y 40 en el BO de los animales DOCA-sal. Como
consecuencia también habia disminuido su actividad enzimatica [337]. En cuanto a los
niveles de expresién del ARNm de la TH, el tratamiento a corto plazo habia provocado una
disminucion significativa de este pardmetro en el BO debido a la activacion ETg [337]. Este
fue el Unico punto de coincidencia entre el tratamiento agudo y el crénico, ya que en el
presente trabajo de tesis también encontramos que el IRL1620 provocd un decrecimiento
de este parametro en el BO derecho. Es mas, también observamos que la dosis de 90ng/h
tuvo un efecto mayor que la de 45ng/h. Si bien nos sirve como referencia, debemos tener
en cuenta dos consideraciones, por un lado, que los efectos agudos son una combinacidn
de ambas hemiporciones, dado que el tejido no fue discriminado en izquierdo y derecho
[337]. Por otro lado, estos tratamientos a corto plazo son los Unicos antecedentes en este
sentido, por lo tanto, y con las precauciones del caso, también seran utilizados para la

comparacion temporal en el BO izquierdo. A este respecto, el BO izquierdo de los animales
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DOCA-sal no mostré ningun cambio en el sistema catecolaminérgico debido al bloqueo
cronico ETa o la activacion ETs.

En principio estos resultados sugieren que la activacién de los receptores ETa centrales
podria modular a largo plazo el sistema catecolaminérgico en el BO derecho de los animales
DOCA-sal, sin alterar el estado de dicho sistema en la hemiporcidon izquierda. Esta
modulaciéon ocurriria a nivel de la expresidn, fosforilacién y actividad de la TH, asi como
también mediante los niveles de su ARNm. Dado que los estudios agudos fueron realizados
en el BO completo, sin subdividirlo en izquierdo y derecho, el estudio comparativo entre el
corto y largo plazo de ambos receptores se hace muy complejo, lo cual nos priva de un
analisis mds profundo al respecto. A pesar de ello, la activacidon aguda del receptor ETg
induce cambios en el BO que no se observan a tiempos mas largos en ninguna de las
hemiporciones (excepto en la expresién del ARNm de la TH en el BO derecho).

Previamente mencionamos que el BO se vincula, directa o indirectamente, con
centros simpdticos y vasomotores en regiones diencefdlicas y del tronco encefalico
[16,33,34,397] y que la estimulacién de esta area (o lesién) correlaciona con una
desregulacion de la descarga simpatica, en algunos casos impactando sobre la PA
[16,57,127]. Teniendo en cuenta que el modelo DOCA-sal presenta un tono simpatico
aumentado y la PA elevada, es posible que el BO (al menos la hemiporcion derecha) podria
participar de forma activa en el mantenimiento de una mayor descarga simpatoexcitatoria
general en estos animales. Al igual que en el HP, los resultados actuales muestran que se
requeriria necesariamente de la activacion central de los receptores ETa. Mientras que el
estimulo ETg parece tener efectos modulatorios de manera aguda pero no asi a largo plazo.

Por otro lado, por trabajos anteriores contdbamos con que no habia diferencias entre
el BO izquierdo y derecho de los animales normotensos en cuanto a la expresion,
fosforilacién y actividad de la TH, asi como tampoco en la liberacién de NA [161]. En el
presente trabajo, la administracion crénica de BQ-610 tanto como la de IRL1620 tampoco
produjo alteraciones sobre los distintos factores de la TH estudiados en el BO (izquierdo o
derecho) de las ratas Nt al ser comparadas con sus respectivos controles.

En resumen, la infusidn crénica en animales conscientes muestra que el antagonista
BQ-610 o el agonista IRL1620 no tendrian un efecto per se en la modulacién del sistema
catecolaminérgico del BO de los animales en condiciones fisioldgicas normales. Por otro
lado, en el modelo DOCA-sal no se observaron cambios en el BO izquierdo, pero si un

importante aumento de la actividad catecolaminérgica en el derecho, lo que podria
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contribuir a una mayor descarga simpatica. Esta respuesta parece ser mediada en el corto
plazo por los receptores ETa y ETg centrales. Sin embargo, para mantener este estado a lo
largo tiempo, seria fundamental la activacidén ETa. Por su parte, la activacién central ETs no

parece emular los efectos observados mediante el bloqueo ETa, al menos en el largo plazo.

5.2.3. Parametros cardiovasculares.

Como observamos, los receptores endotelinérgicos enddégenos centrales inducen
cambios a nivel del sistema catecolaminérgico, al menos en el HA, HP y el BO derecho de las
ratas DOCA-sal. También mencionamos que una descarga simpatica exacerbada podria
llevar al aumento sostenido de la PAS. Por lo tanto, esta interaccion entre estos dos sistemas
seria un factor crucial en el mantenimiento de la hipertensién en el modelo DOCA-sal. Por
estas razones, analizaremos los resultados obtenidos mediante el bloqueo a crénico ETay la
activacion ETg central sobre la regulacién de la PA y la FC.

Si bien el bloqueo central agudo de los receptores ETa en los animales normotensos
provocd una leve disminucion de la PAS [337], no se observaron alteraciones en este
parametro debido al tratamiento a largo plazo. Lo mismo ocurrié al comparar la activacion
crénica y aguda del receptor ETs [337]. Estos resultados indican que en animales
normotensos tanto el BQ-610 como el IRL1620 administrados centralmente tendrian un leve
efecto hipotensor a corto plazo que no se observa en tratamientos crénicos.

Por otra parte, la administraciéon a largo plazo de BQ-610 redujo significativamente la
PAS de manera sostenida en los animales DOCA-sal. En promedio, esta reduccion fue de 29
mmHg a lo largo de la semana. Esto de alguna manera concuerda con lo observado durante
los experimentos de infusién aguda, ya que alli también se habia observado una disminucion
importante de la PAS [337]. Llamativamente, se encontraron signos de que este efecto
podria ser dependiente de la dosis del antagonista ETa, ya que al duplicar la concentracion
administrada de la droga (24ng/h) la reduccién fue ain mayor. En ese caso, la disminucion
promedié los 40 mmHg, mostrando una diferencia de 11 mmHg en comparacion con el
tratamiento anterior. Esto resulta interesante dado que el mismo tratamiento no mostré
evidencias de una dosis-dependencia en la modulacién del sistema catecolaminérgico en
ninguna de las areas centrales estudiadas. Por lo tanto, se podria pensar que existirian otros
factores involucrados a nivel SNC de las ratas DOCA-sal que responden al estimulo
endotelinérgico provocado. Si esto fuese asi, la regulaciéon central de la PAS en estos

animales hipertensos también dependeria otras variables, que hasta el momento no
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podemos identificar y cuya respuesta seria diferente segin la concentracion de BQ-610
administrada. Posteriormente analizaremos este punto en mayor detalle imaginando cudles
podrian ser las causas de este efecto.

Por otro lado, el presente trabajo de tesis muestra que la activacién crdnica de los
receptores ETg centrales también reduce la PAS en los animales hipertensos. En promedio a
lo largo de la semana, tanto para las dosis de 45ng/h como para la de 90ng/h la disminucion
fue de 19 mmHg. Esto concuerda con lo observado a corto plazo mediante la administracion
aguda de IRL1620 ya que en esos experimentos la PAS también descendié significativamente
[337]. Asimismo, es importante destacar que debido al tratamiento a largo plazo utilizando
45ng/h 0 90ng/h no parece haber una dependencia de la dosis. Ademas, la disminucion de
la PAS observada en los animales DOCA-sal debido a la activacién ETg no se mantuvo a lo
largo del tiempo, dado que los valores alcanzados al final de la semana de tratamiento
fueron similares a los de los controles hipertensos. Este dato resulta particularmente
interesante ya que, al igual que lo observado en el hipotalamo y el BO de estas ratas DOCA-
sal, la activacién ETg parece tener efectos modulatorios de manera aguda, pero los mismos
dejan de evidenciarse en el largo plazo. Entonces, nos preguntamos: éla PAS depende de la
modulacién ejercida por parte de los receptores ETg centrales? La respuesta pareciera ser
gue si, dado que vemos una disminucién importante de este parametro hemodinamico
debido al tratamiento, con lo cual podriamos decir que tiene un efecto hipotensor emulando
parcialmente la inhibicidn ETa. Sin embargo, con estos resultados no podemos deducir por
gué esta modulacidn no se sostiene a lo largo del tiempo. Aun asi, las alteraciones en la PAS
provocadas por la activacidn ETg podrian ser, al menos en parte, a través de modulacién del
sistema catecolaminérgico de las areas estudiadas en el presente trabajo, dado que a corto
plazo también se observan alteraciones mediante la activacién ETg que no se encuentra a
largo plazo.

En cuanto a la FC, previamente encontramos que la infusién ICV aguda de BQ-610
produce un leve descenso de este parametro dentro de la hora de tratamiento tanto en
animales normotensos como hipertensos DOCA-sal [337]. Sin embargo, este efecto no se
observa a largo plazo en ninguno de los grupos experimentales estudiados. Tanto es asi que
no hubo diferencias significativas en la FC debido a los tratamientos a largo plazo con BQ-
610 (12ng/h o 24ng/h) al ser comparados con sus respectivos controles Nt. Asimismo, a
corto plazo la infusién ICV de IRL1620 también habia disminuido la FC de los animales

normotensos dentro de la hora de tratamiento, sin consecuencias sobre las ratas DOCA-sal
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[337]. En cambio, a largo plazo la activacién ETg no alteré este parametro en ninguno de los
grupos. Los valores de FC obtenidos en todos los grupos experimentales, ya sea con o sin la
administracion crénica de BQ-610 o IRL1620, sean normotensos o DOCA-sal, estuvieron
dentro del rango de FC considerado normal en las ratas Sprague-Dawley [365,366]. Seria
l6gico pensar que ante un aumento de la PAS exista en contraposicién, al menos en
condiciones de normotensién, una respuesta de la FC modulada a través del mecanismo del
barorreflejo llevando a una disminucién de este pardmetro. En las ratas DOCA-sal
observamos un aumento sostenido de la PAS que no parece tener consecuencias sobre la
FC, tal vez esto esté relacionado con que se demostré que en este modelo de HTA el
mecanismo barorreflejo se encuentra alterado y que esta alteracidn precede al aumento de
la PAS [149,370-373]. Asimismo, se reportd que las ETs podrian modular el barorreflejo
atenuando su sensibilidad ante los cambios hemodinamicos [244,398]. Con lo cual seria
posible no observar una respuesta de este factor debido al tratamiento DOCA-sal.

En resumen, los receptores ETay ETg centrales no modularian el comportamiento a
largo plazo de la FC tanto en animales normotensos como hipertensos. En cambio, ambos
receptores estarian implicados en el mantenimiento de la PAS elevada en el modelo de HTA
DOCA-sal, sin alterar a largo plazo este parametro en las ratas normotensas. El
funcionamiento del receptor ETa parece ser imprescindible en este sentido, dado que su
inhibicién disminuye la PAS de manera sostenida. Ademads, observamos que la PAS podria
estar ligada a la dosis empleada del antagonista y que la regulacién central de este
pardmetro hemodinamico dependeria solo en parte de la interaccién con el sistema
catecolaminérgico del hipotalamo y el BO. Esto surge de que no se encontraron diferencias
entre la administracion central de 12ng/h de BQ-610 comparada con la de 24ng/h respecto
de los distintos componentes de la TH estudiados, pero si sobre la PAS. Esto implicaria que
los efectos observados sobre este parametro hemodindmico serian el resultado de un
mecanismo mds complejo, involucrando la participacion de otros factores hasta ahora
desconocidos. Por su parte el receptor ETg también tendria el mismo efecto hipotensor,
pero la disminucion de la PAS no es tan pronunciada como mediante el bloqueo ETa.
Ademas, no parece ser dependiente de la dosis de IRL1620 y no se mantiene a largo plazo

volviendo al estado encontrado en los animales hipertensos no tratados.
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5.3. Discusion general.

A lo largo del presente trabajo de tesis hemos descripto y analizado los diferentes
aspectos que conciernen al desarrollo y mantenimiento del modelo DOCA-sal. También
evaluamos las respuestas de la inhibicién central de los receptores ETa y la activacion ETg a
largo plazo sobre la regulacién del sistema catecolaminérgico en el hipotalamo y el BO de
ratas conscientes. Como vimos, esto fue realizado tanto en animales nhormotensos como
hipertensos, siempre en comparacion con antecedentes de nuestro y otros laboratorios. En
este apartado discutiremos los puntos que fueron quedando pendientes durante el
desarrollo de la tesis, asi como también las consideraciones y limitaciones que hay que tener
en cuenta a la hora de obtener conclusiones definitivas. Ademas, pondremos en contexto
los hallazgos obtenidos en un panorama mas amplio.

A través de nuestros resultados, los antecedentes de nuestro laboratorio y la
bibliografia presentada, hemos visto que la HTA generada a través del modelo DOCA-sal
produce un aumento sostenido de la PAS que parece no provocar cambios en la FC. Estas
consecuencias correlacionan a su vez con el desarrollo de hipertrofia en el VI y con un
aumento de ET-1 circulante. Ademas, como observamos en reiteradas oportunidades, el
sistema catecolaminérgico en el HA, HP y el BO derecho de los animales hipertensos se
encuentra alterado de manera diferencial. Por un lado, encontramos que los distintos
mecanismos de regulacion de la TH, asi como su propia actividad enzimatica, se encuentran
disminuidos en el HA en la HTA, lo cual seria un indicador de una menor actividad
simpatoinhibitoria de esta regién. Por el contrario, tanto en el HP como en el BO derecho se
observa una actividad noradrenérgica exacerbada indicando que ambas dreas evocarian una
respuesta simpatoexcitatoria. De esta manera, el balance general produciria una descarga
simpatica aumentada y todas estas condiciones serian fundamentales en el mantenimiento
a largo plazo de la PAS en modelo DOCA-sal.

Para entender el papel de los receptores de las ETs en la modulacidn a largo plazo del
sistema catecolaminérgico en estas areas centrales y sus implicancias en el mantenimiento
de la hipertensiéon DOCA-sal realizamos los experimentos crénicos de inhibiciéon ETa con BQ-
610 y activacién ETg con IRL1620 en ratas conscientes tal y como fueron analizados
anteriormente. Alli observamos que el BQ-610 y el IRL1620 no tendrian un efecto per se a
largo plazo sobre el sistema catecolaminérgico de las areas estudiadas en los animales en

condiciones fisioldgicas normales. La administracion crdénica de estas drogas tampoco
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afectaria la PAS y la FC. Por el contrario, en los animales DOCA-sal la actividad
catecolaminérgica aumentada en el HP y el BO, y disminuida en el HA, parece depender de
la activacién de los receptores ETa centrales, dado que el bloqueo durante 7 dias revirtié
estos pardmetros a valores similares a los encontrados en los animales normotensos.
Ademas, el mantenimiento de la PAS también parece estar ligado directamente a la
actividad del receptor ETa, ya que se produjo una significativa y sostenida disminucién
debido al bloqueo crénico de este receptor.

Llamativamente, encontramos indicios de que la respuesta al BQ-610 podria variar
segun la dosis crénica administrada. Sin embargo, hay que tener en cuenta que una de las
importantes limitaciones del presente trabajo es la forma de administracion tanto del
antagonista ETa como del agonista ETs. En nuestros experimentos a largo plazo el BQ-610
(al igual que el IRL1620) fue infundido en el ventriculo lateral del cerebro actuando en
aquellas areas que presenten el receptor ETa (y ETs en el caso del IRL1620). Por un lado,
sabemos que el HA, el HP y el BO expresan ambos receptores y que ademas la extension del
ventriculo alcanza estas regiones [79,128,337]. Asimismo, a lo largo de los 7 dias de
tratamiento es factible que las drogas alcancen estas dreas debido a que pueden ser
distribuidas libremente mediante la microcirculacién ventricular [399]. Se ha descripto que
el LCR en la rata tiene un volumen aproximado de 300ul y un flujo circulatorio cercano a los
130ul/h. Asi, el volumen completo del ventriculo lateral (~ 50ul) es reemplazado casi 3 veces
en ese lapso de tiempo y ademas esta difusién podria ser asistida por el flujo ocasionado
por la bomba osmética que alcanza los 0,12ul/h [399]. En este contexto, decimos que esta
es una de las principales limitaciones del trabajo, dado que no podemos asegurar que tanto
el BQ-610 como el IRL160 actuen directamente en el HA, HP y el BO. Teniendo en cuenta las
complejas conexiones entre las distintas regiones del cerebro no es ilégico pensar que el
sistema catecolaminérgico en estas areas pueda ser modulado por un efecto combinatorio
con otras regiones centrales con las cuales compartan proyecciones eferentes y aferentes.
En efecto, esto también pone de manifiesto que las consecuencias observadas a nivel
hemodindmico seguramente son la resultante del accionar del HA, HP y el BO, asi como
también de otras dreas regulatorias. Por ejemplo, es posible que los resultados descriptos
para el BO se hayan debido en parte a una respuesta a nivel del LC, el cual a su vez proyecta
directamente a esta region telencefalica. Para poder saber si la respuesta es propia del BO
o bien validar estas suposiciones seria ideal poder administrar localmente el BQ-610 o el

IRL1620. Sin embargo, no hay que olvidar los resultados obtenidos en estudios previos en
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donde demostramos un efecto directo sobre el BO en un modelo ex-vivo y que tanto el HP
como el BO presentan una alta colocalizacidn de los receptores de las ETs en neuronas TH
positivas [212,260]. Esto ultimo sugiere que tal vez la modulacién del sistema
catecolaminérgico central pueda ser directa, pero teniendo en cuenta la complejidad del
SNC, las consecuencias sobre la PAS podrian ser mas bien un efecto combinatorio. También
hemos mencionado que el hipotdlamo se encuentra altamente conectado con otras
regiones y nucleos relacionados con la regulacién central de la funcién cardiovascular, lo
cual propicia el escenario para una respuesta concertada entre varias regiones. Estas
suposiciones podrian explicar la respuesta dosis-dependiente de la PAS observada en los
animales DOCA-sal debido al tratamiento con el antagonista ETa, donde pareciera que este
parametro no depende exclusivamente de la interaccidn entre el sistema endotelinérgico
central y el catecolaminérgico de las regiones estudiadas, sino que las variaciones
observadas implicarian la participacién de otros factores. En todo caso, lo que si podemos
afirmar es que directa o indirectamente, el receptor ETa modula el comportamiento del
sistema catecolaminérgico en el HA, HP y el BO de las ratas DOCA-sal. Adema3s, ya sea
también de forma directa a través de las dreas estudiadas o indirecta por la participacién de
otras regiones o mecanismos centrales, la participacion del receptor ETa es fundamental
para el mantenimiento a largo plazo de la PAS elevada, al menos, en este modelo de
hipertension sal dependiente.

Por otro lado, la activacidn central crénica de los receptores ETg nos permitiéo emular
transitoriamente los resultados obtenidos mediante la inhibicion ETa. Si bien el tratamiento
a largo plazo con IRL1620 logré disminuir la PAS de los animales DOCA-sal (sin cambios en
la FC) esta reduccion fue menor que con BQ-610. Ademas, en estos experimentos los
efectos de la activacion crénica ETg se pierden al final de la semana de tratamiento,
reestableciéndose la PAS a valores similares a los de los controles DOCA-sal. Asimismo, el
sistema catecolaminérgico en el HA, HP y el BO de estos animales no parece responder en
el largo plazo de manera importante. Esta observacidon surge de no haber encontrado
diferencias significativas en los diferentes mecanismos regulatorios de la TH debido al
tratamiento a largo plazo con IRL1620. La Unica excepcidn ocurrié en el BO derecho donde
los niveles del ARNm mostraron una disminucion, pero solamente debido a una dosis
cronica de 90ng/h del agonista. Es pertinente detenerse en este punto para analizar otra de
las limitaciones del presente trabajo, la cual es desconocer el estado del sistema

catecolaminérgico de las areas centrales estudiadas en los estados intermedios entre las
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24hs y las 144hs de tratamiento crdénico, ya sea con BQ-610 o IRL1620. Esto resulta
particularmente importante en relacion con la implicancia del receptor ETg en este estudio,
dado que permitiria explicar si la ausencia de cambios en la PAS de los animales DOCA-sal a
las 144hs de tratamiento se debe (directa o indirectamente) a la falta de respuesta del
sistema catecolaminérgico en ese momento. Seria interesante poder conocer el estado del
sistema catecolaminérgico en el HA, HP y el BO al menos entre las primeras 24-48hs, que es
dénde la disminucién de la PAS fue mas pronunciada. Si pensamos mas alla de los limites
del trabajo, si en ese momento los distintos factores estudiados de la TH reaccionaran de
similar manera a lo observado a través del bloqueo ETa podriamos suponer que el receptor
ETs estaria actuando de manera contrapuesta al primero implicando que ambos receptores
estarian fuertemente involucrados en el mantenimiento de la PA en el modelo DOCA-sal.
No obstante, estas suposiciones deberdn ser tenidas en cuenta para experimentos futuros.

Por el momento deberemos respaldarnos en las diferencias encontradas mediante el
cotejo con los experimentos a corto plazo ex-vivo y agudos in-vivo. Anteriormente pudimos
ver que debido a la activacién aguda ETs se producen algunas alteraciones de manera
diferencial en las distintas areas estudiadas. Sin embargo, estos cambios no logran
observarse al final de los experimentos crdnicos. Los tratamientos agudos también
provocaron la disminucién de la PAS. Esto de alguna manera deja entrever que la activacion
ETs emula parcialmente la respuesta encontrada mediante el bloqueo ETa, dado que en
ambos casos disminuye la PAS y al menos basados en los datos a corto plazo modula el
comportamiento del sistema catecolaminérgico en las regiones centrales estudiadas. En
estas circunstancias, lo maximo que podemos afirmar es que, por lo visto a corto plazo, el
receptor ETs modularia (directa o indirectamente) el comportamiento del sistema
catecolaminérgico en el HA, HP y el BO de las ratas DOCA-sal. Ademas, podriamos decir que
la activacién del receptor ETg repercute en el mantenimiento de la PAS elevada este modelo
de hipertensién sal dependiente. Sin embargo, los efectos que este receptor ejerce sobre
todos los parametros estudiados parecen perderse a largo plazo. Ante esta situacion nos
planteamos la siguiente pregunta: écual es el motivo para que esta situacidon no se sostenga
cronicamente y/o qué mecanismos compensatorios estarian actuando para aplacar la
respuesta de activacion ETg?

Ante este interrogante podriamos pensar que tal vez, que de alguna forma la

activacion cronica lleve a que los receptores ETg se desensibilicen y/o internalicen. Aunque
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no contamos con evidencias propias para afirmar ninguna de estas suposiciones, algunos
reportes sustentarian la idea de desensibilizacion y/o internalizacion de los receptores.

Si bien hasta el momento no hemos encontrado publicaciones que refieran casos de
desensibilizacién o internalizacién debido a una sobreactivacion de los receptores ETg a nivel
SNC, este fendmeno no es algo fuera de lo comun, especialmente en los receptores
acoplados a la proteina G [400]. En general estos eventos llevan a una disminuciéon de hasta
el 80% de las respuestas y en algunos casos a la inhibicidn de las mismas [400]. Al respecto,
se ha demostrado que la activacidn cronica mediante agonistas de esta familia de
receptores desencadena mecanismos de feedback que llevan a una desensibilizacion e
internalizacion de la respuesta mediante el desacople de la proteina G por fosforilacién
[400,401]. Ademas, se ha demostrado que este fendmeno también ocurre a nivel del SNC,
aungue como mencionamos recién, no sabemos si esto le ocurre especificamente al
receptor ETg [402]. Aun asi, el sistema endotelinérgico no escapa a esta situacidn, ya que se
reportd que este mecanismo también afecta a los receptores ETa y ETg tanto en cultivo de
células humanas como en tejidos de ratas [403-405]. Al respecto, se demostrd que ETay
ETs median respuestas cronotrdpicas negativas y positivas, respectivamente, en la auricula
derecha de ratas y que la administracién repetitiva de ET-1 lleva a la desensibilizacion de los
receptores y a la perdida de estos efectos [405]. Interesantemente, varios trabajos
publicados por Cramer y col. muestran que la estimulacion de ETa con ET-1 lleva una
activacion parcialmente sostenida de este receptor, mientras que el receptor ETs se
desensibiliza rapidamente perdiendo el 80% de su actividad luego de la aplicacion del
agonista [406,407]. En estos trabajos se demostrd que la inactivacion ETg ocurre mediante
un subtipo de fosforilacién que no se da en ETa y que esto no afecta la cinética de
internalizaciéon siendo similar entre ambos receptores [406,407]. El primero de los trabajos
culmina sugiriendo que la modulacién subtipo-especifica de los receptores de ETs podria
explicar los efectos hipotensores agudos de las ETs a través de la actividad a corto plazo de
los receptores de ETg y los efectos hipertensivos de larga duracidén debido a la activacion
sostenida de ETa [406]. En el trabajo posterior proponen que en el sistema cardiovascular
de la rata, la ET-1 provoca respuestas fisioldgicas prolongadas a través del receptor ETa,
mientras que los efectos mediados por el ETg son transitorios [407]. Por lo tanto, apoyados
en estos datos bibliograficos no podemos descartar la posibilidad de que la activacion a largo

plazo de los receptores ETg centrales lleve a una desensibilizacidon de estos, y tal vez también
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a su internalizacién, lo que de alguna manera explicaria los efectos encontrados en los
tratamientos crénicos con IRL1620.

Desde otro angulo, pero en el mismo sentido, en nuestro laboratorio postulamos la
hipdtesis de que podria existir un efecto de desplazamiento de las ETs centrales circulantes
debido a los tratamientos con el antagonista ETa o el agonista ETs. Esta idea plantea que
ante el bloqueo central de los receptores ETa, las ETs solo podrian actuar a través de los
receptores ETg provocando la activacion de estos ultimos, lo que en definitiva llevaria a los
efectos observados en el sistema catecolaminérgico, la descarga simpdtica y las
consecuencias sobre la PAS. Si esto fuese asi, en el mantenimiento de la PA elevada en los
animales DOCA-sal se requeriria tanto de la activacion ETa como de una actividad ETs
disminuida (o al menos basal). Este tipo de efectos no es algo inusual, dado que se ha
reportado que el bloqueo ETa en la pituitaria anterior aumentaria las ETs a nivel paracrino
pudiendo de esta manera unirse al ETg libre [408]. Esta idea de desplazamiento del ligando
hacia el otro receptor por administracién de un bloqueante se sustenta entonces en este
tipo de antecedentes y en las afinidades de los receptores por las ETs. En este sentido, se ha
visto que tanto ETa como ETg presentan afinidades similares por ET-1 [409].

Si nuestra hipdtesis fuese correcta, podria suceder algo similar durante la activacion
crénica ETs. En este caso las ETs circulantes se verian desplazadas hacia los receptores ETa
guedando de esta manera ambos activados. Mas aun, estd posibilidad podria provocar una
sobreactivacion ETa. Inicialmente esta situacion podria explicar los efectos de la activacion
con IRL1620 sobre en el sistema catecolaminérgico a corto plazo y en la disminucion (de
menor amplitud) de la PAS. Suponiendo que, si de alguna manera la activacion ETg dejase
de tener efecto, por ejemplo, como mencionamos antes, por algin mecanismo de
desensibilizacidon de estos receptores, las ETs centrales circulantes continuarian actuando
solamente sobre ETa. Esto podria dar una idea de por qué a largo plazo no se observan
alteraciones sobre el sistema catecolaminérgico de las areas estudiadas, asi como tampoco
sobre la PAS. Claramente estas deducciones estan por fuera de los limites del presente
trabajo y hasta el momento no tenemos evidencias contundentes que las respalden. Sin
embargo, estas conjeturas permiten sugerir nuevas hipétesis para poder investigar en el
futuro la naturaleza de este comportamiento irregular del receptor ETs.

En virtud de ello, previamente reportamos que los receptores ETg centrales, actuarian
activando la via del ON con lo cual seria interesante indagar sobre el estado de la enzima

nNOS, comenzando por las dreas estudiadas. Por ejemplo, si durante inhibicién crénica ETa
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los niveles de la nNOS estuviesen aumentados tendriamos un primer indicador de que este
tratamiento llevaria a una activacion paralela del receptor ETs, muy probablemente por las
ETs centrales circulantes. Asimismo, y dado que no existe un agonista especifico ETa,
también seria util realizar estos experimentos a largo plazo utilizando el BQ-610 en
combinacion con el IRL1620, de esta forma activariamos el receptor ETg mientras que las
ETs circulantes no podrian actuar sobre ETa. Creeriamos asi, que la inhibicién ETa y la
activacién ETg también provocaria una disminuciéon de la PAS y cambios acordes a los
observados en el sistema catecolaminérgico. Si los receptores ETg de alguna forma dejasen
de ser funcionales (por ejemplo: desensibilizacion) estariamos ante una nueva situacion
donde ambos receptores estarian “silenciados”. En este caso no podriamos anticipar como
reaccionaria el sistema, pero con seguridad ofreceria resultados que podrian complementar
la informacion disponible hasta el momento. Asi, como contrapartida también podriamos
usar dos antagonistas especificos combinados, por ejemplo, BQ-610 (para ETa) y BQ-788
(para ETs). Entonces, si la inhibicién ETa llevase a la activacion ETg por parte de las ETs
circulantes, esperariamos que el doble bloqueo evite estas alteraciones. En definitiva, esto
nos permitiria confirmar que los cambios en el sistema catecolaminérgico observados en los
animales DOCA-sal dependerian tanto de la activaciéon ETa como de mantener los niveles
basales o disminuidos de los ETs. De mas estd decir que todas estas posibilidades son parte
de las ideas que podrian llevarnos a encontrar una explicacién de los resultados observados
respecto de la implicancia de los receptores ETg centrales en este trabajo de tesis doctoral.

En otro orden de ideas, en diferentes trabajos hemos propuesto que el BO podria
participar en la regulacion central de la funcidon cardiovascular como un darea
simpatoexcitatoria a través de la modulacion del sistema catecolaminérgico. Ademas,
observamos que también podria estar implicado en el mantenimiento de la PAS elevada en
la hipertensién del modelo DOCA-sal. Esta idea surge de las multiples conexiones que esta
regién telencefdlica tiene con los distintos nucleos del SNC involucrados en los mecanismos
antes enumerados y de la creciente evidencia aportada por nuestro laboratorio en ese
sentido. De hecho, el presente estudio junto con los antecedentes anteriores, son los
primeros en presentar pruebas del papel del BO en la HTA DOCA-sal [161,337]. Ademas,
hemos dedicado una parte de la introduccidn a sustentar bibliograficamente la existencia
de asimetrias tanto anatdmicas como funcionales en el SNC ya que volvimos a confirmar un
comportamiento desigual entre las hemiporciones derecha e izquierda del BO, esta vez en

experimentos llevados a cabo en animales conscientes. Los detalles de la respuesta fueron
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explicados en reiteradas oportunidades, remarcando que fue la hemiporcion derecha la que
presentd los cambios mas importantes. Fundamentalmente, se observd que la activacion de
los receptores ETa centrales es necesaria para mantener elevados todos los parametros
estudiados de la TH en el BO derecho y que, de alguna manera, por todo lo explicado
anteriormente, el receptor ETg pareciera también estar implicado. En este contexto,
entendemos que hay apoyo en nuestros estudios y en la literatura para sugerir que el BO
puede contribuir a la elevacién de la PA de manera crénica en este modelo animal de HTA,
lo que en definitiva nos permite hipotetizar que también podria desempefiar un papel en la
hipertension humana.

Desde ese punto de vista, en principio, seria ldgico pensar que el BO pueda tener una
importancia menor en los seres humanos que en las ratas. Sin embargo, y de acuerdo con
la literatura, el BO no juega un papel menos significativo en este sentido [410—414]. Estudios
exhaustivos sobre la morfologia cerebral en diferentes especies han demostrado que, en
general, el tamafio de cualquier region del cerebro es proporcional la magnitud del cerebro
entero y aunque el volumen total puede explicar mas del 96% de la varianza en el tamafio
de cada drea individual, esto no aplica al BO. La dimensién del BO es independiente del
tamafio de la mayoria de las regiones cerebrales. Los tedricos evolutivos modernos
consideran esto como uno de los tres principios de escalado del cerebro: 1- alta correlacion
de los volumenes de las estructuras; 2- existencia de una escala alométrica diferente para
cada estructura; 3- independencia relativa del sistema olfativo-limbico del resto del cerebro.
Si bien el tamafio relativo del BO respecto del cerebro en primates, incluidos los humanos,
es del 0.01% y en roedores es del 2-4%, el tamafio absoluto del BO humano es
significativamente mayor (~ 60 mm? en humanos vs ~ 27 mm?3 en ratas). Ademas, se ha
demostrado que este volumen varia con la edad, en situaciones patolégicas como la
hiposmia (reduccion del ~ 25%) o en casos de personas que sufrieron abuso infantil
(reduccién ~20%). También se ha comprobado que el sistema olfativo humano es altamente
sensible a una amplia variedad de olores y también puede ejercer una gran influencia en el
comportamiento, la fisiologia y las emociones.

Los estudios en humanos sanos muestran gque el BO no solo estd involucrado en el
olfato, sino que también en otras funciones fisioldgicas e incluso en diversas patologias. De
acuerdo con esto, se demostro que la pérdida de olfato en humanos se correlaciona con un
mayor consumo de sal, lo que aumenta el riesgo de HTA [415]. Estos pacientes refieren que

sienten deseos de comer alimentos salados. Uno podria pensar que esta relacionado con la
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imposibilidad de poder sentir el gusto de la comida, pero también se comprobd que el
aumento en el consumo de sal no estd asociado con cambios en la deteccién del sabor [416].
Otros estudios muestran que la disfuncion olfativa es una manifestacién temprana de la
enfermedad de Parkinson y que esto estaba relacionado con la disfuncién simpatica y
parasimpatica cardiaca y también con el deterioro simpatico vascular [417]. Ademas,
también se ha observado que la disfuncién olfativa tiene una fuerte presencia en otras
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o congénitas como el sindrome de
Kallmann [418-422].

Asimismo, muchos trabajos respaldan una estrecha relacidn entre las enfermedades
cardiovasculares y la depresion, y también entre la depresidon y el BO [423,424]. Como
mencionamos en la introduccién a este trabajo de tesis, la bulbectomia bilateral es utilizada
como un modelo animal de depresién que exhibe cambios significativos en la descarga
simpatica y la funcidn cardiovascular [127]. De hecho, en nuestro laboratorio hemos
encontrado que la ablacion del BO impide la elevacion de la PA en los animales DOCA-sal
(resultados no publicados). Asimismo, se demostré que los pacientes con depresion
presentan un BO de volumen reducido [425-427] y exhiben una menor sensibilidad olfativa,
sin afectar la capacidad de identificar y discriminar olores. También se observé que estos
pacientes son mas propensos a desarrollar enfermedades cardiovasculares y tienen una tasa
de mortalidad mas alta que la poblacion general, no necesariamente relacionada con causas
como el suicidio [428]. Se estima que la prevalencia de depresién en pacientes con
enfermedades cardiovasculares oscila entre el 15 y el 20%. En este sentido, un estudio
mostrd que la depresion predijo un aumento del 70% en la probabilidad de infarto agudo
de miocardio [130]. También se vio que el cuadro depresivo estaba presente en
aproximadamente el 20% de los pacientes con accidente cardiovascular y que esta situacién
los coloca en un mayor riesgo de episodios futuros. No obstante, es importante sefialar que
casi el 30% de estos pacientes fueron diagnosticados clinicamente como depresivos antes
del episodio cardiovascular. Los estudios etioldgicos sugieren que la depresién podria
duplicar el riesgo de nuevas enfermedades cardiovasculares [429]. Ademas, se hallé que la
prevalencia de depresion en pacientes hipertensos llega al 40%, y es mas alta en mujeres
(63,4%) que en hombres (36,6%). Como se muestra en la literatura, en los Ultimos afios la
relacion entre la depresidon y el BO ha adquirido mayor relevancia, asi como también el

vinculo de ambos frente al riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares.
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Por otro lado, previamente detallamos la complejidad e importancia de la HTA junto
con su elevada prevalencia, su avance progresivo y silencioso ocasionando a largo plazo
dafio en los 6rganos blanco. También resaltamos su alta tasa de mortalidad derivada de
accidentes cerebrovasculares, renales o cardiovasculares. Asimismo, nos explayamos acerca
de la importancia del consumo elevado de sodio y otros multiples factores intervinientes
qgue dificultan su estudio, prevencion y tratamiento. En consecuencia, en funcién de lo
discutido hasta el momento y teniendo en cuenta que los receptores acoplados a la proteina
G han demostrado ser los mas favorables como blancos de acciéon de farmacos en la
medicina moderna [402], podriamos pensar que drogas que tienen como objetivo los
receptores ETa y ETg podrian ser Utiles agentes terapéuticos para el tratamiento de la HTA.
Un punto importante para tener en cuenta seria que tengan tropismo por el SNC para evitar
los efectos periféricos no deseados que estas drogas pudiesen ocasionar. Si bien podria
resultar prematuro plantear algun tipo de aplicacién sin mas estudios experimentales y
clinicos, se ha observado que tanto los antagonistas especificos ETa como lo mixtos (ETa/ETs)
reducen de manera eficaz la PA en modelos de HTA que van acompafnados de incrementos
de ET-1 [430]. Es interesante recordar que el modelo DOCA-sal presenta esta endotelina
incrementada a nivel periférico [53,168,171] y ademas, sus efectos vasopresores parecen
depender del sodio ya que se observé que ET-1 sélo aumenta la PA cuando es acompafiada
de una dieta elevada de sal [168,170,431].

La FDA (de su nombre en inglés: Food and drug administration) aprobd el uso
comercial de antagonistas ETa o mixtos ETa/ETs (Bosentan, Darusentan, Ambrisentan) para
tratamientos en HTA resistente (aquella que no responde a multiples tratamientos
antihipertensivos) e hipertensién pulmonar. Sin embargo, ante la presencia de algunos
efectos adversos su uso quedd limitado a un rango mas reducido de pacientes. Aun asi, las
investigaciones apuntan a mejorar la administracion de drogas cuyo blanco sea el receptor
ETa dado que hasta el momento presentaria los resultados mas satisfactorios [432].

Si bien este es uno de los motivos por el cual resulta importante estudiar mas en
detalle los mecanismos implicados en el mantenimiento de la HTA sal dependiente a través
de la implicancia de los receptores ETa centrales, no habria que dejar de lado los receptores
ETs. En este sentido, se han demostrado muchos efectos beneficiosos a través de la
estimulacion de estos receptores. Por ejemplo, a nivel periférico su respuesta
vasodilatadora mediada por el ON tendria efectos benéficos en el tratamiento de la HTA, ya

gue facilitaria la eliminacidn renal de sodio. Ademas, se ha observado que la estimulaciéon
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central de ETg con ET-3 potencia la sensibilidad de un canal de sodio a nivel del SFO, lo que
reduciria las concentraciones de dicho ion en el liquido extracelular y disminuiria el apetito
por la sal [182]. Por lo tanto, la administracion central de agonistas ETg podria ser util sobre
individuos hipertensos que presenten elevado consumo de sodio en la dieta.

Es importante destacar que se han realizados pocos estudios sobre el empleo de
agonistas ETg en el tratamiento de la HTA y que, ademas de los trabajos de infusion aguda,
no existen antecedentes bibliograficos donde se administre un agonista especifico ETg
centralmente a animales hipertensos y se determinen parametros hemodinamicos. Es por
esto que través del trabajo de la Dra. Guil que propusimos por primera vez que la
administracion de agonistas ETg con blanco de accién en el SNC, podrian ser una alternativa
terapéutica en individuos con desregulacién del sistema cardiovascular [337]. Claro estd
que, antes de plantear esta posible aplicacién, queda pendiente la necesidad de tratar de
comprender por qué la activacion ETg tiene efectos agudos sobre la PAS que a largo plazo
parecen perderse.

De modo que, a la vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis
Doctoral, de acuerdo con la bibliografia y los antecedentes de nuestro laboratorio,
proponemos que:

La HTA DOCA-sal seria mantenida a largo plazo, al menos en parte, por el sistema
endotelinérgico enddgeno central. Este sistema potenciaria la actividad catecolaminérgica
en regiones como el HP y el BO derecho, y la disminuiria en el HA. En su conjunto esto
llevaria a una mayor descarga simpatica lo cual seria uno de los factores clave en el
mantenimiento de la PAS elevada en este modelo sal dependiente.

Por todo lo discutido, consideramos que esta tesis aporta nuevos conocimientos
sobre la implicancia a largo plazo del sistema endotelinérgico en la HTA sal dependiente,
abriendo un nuevo campo de estudio sobre las posibles ventajas terapéuticas de encontrar
nuevos antagonistas ETa 0 agonistas ETg con accidon especifica en el SNC. Ademas, tanto por
lo demostrado en el presente trabajo como en estudios anteriores, es importante destacar
que nuestro grupo de investigacion es de los primeros en encontrar una relaciéon del BO con
la regulacién central de la funcidn cardiovascular en animales hipertensos. Asimismo,
destacamos que el BO actuaria de manera asimétrica, resaltando el papel de la hemiporcién
derecha de dicha regién telencefdlica. De esta manera, no solo hemos podido desentranar
algunas implicancias a largo plazo de los receptores endotelinérgicos, sino que también

agregamos un nuevo actor al complejo mecanismo de la regulacién central de la funcidn
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cardiovascular con posibles implicancias tanto en condiciones normales como patolégicas.
No obstante, alin queda mucho por investigar acerca de la fisiologia cardiovascular y la HTA,
particularmente también para poder obtener mayor certeza acerca de los mecanismos

estudiados en la presente Tesis Doctoral.
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6. Conclusiones

En el presente trabajo de tesis doctoral evidenciamos la importancia del sistema
endotelinérgico endégeno central en el mantenimiento de la PAS en las ratas DOCA-sal. Es
asi como en estos animales el bloqueo a largo plazo del receptor ETa, utilizando el
antagonista especifico BQ-610, llevé a un marcado y sostenido descenso de la PAS, sin
cambios en la FC. De una manera similar, la activacién crénica de los receptores ETs
centrales, utilizando el agonista especifico IRL1620, también produjo una disminucion de la
PAS, aunque de menor intensidad y de manera transitoria. Esto contribuye al conocimiento
actual mostrando que a nivel central los receptores ETa tendrian una respuesta presora,
mientas que los ETg actuarian de forma contraria. Por otro lado, también es interesante
destacar que estas alteraciones ocurrieron exclusivamente en las ratas DOCA-sal, dado que
no se observaron cambios debido a los tratamientos crénicos en las normotensas, lo cual
también expuso la existencia de un tono basal exacerbado del sistema endotelinérgico
central en este modelo. Todo esto evidencié que la participacidon de los receptores ETa
centrales es fundamental en este sentido. Asimismo, es importante destacar que por
primera vez estos experimentos fueron realizados a largo plazo, durante 7 diasy en animales
conscientes, lo cual nos permitié observar los efectos directos de las drogas en condiciones
fisioldgicas y fisiopatoldgicas.

Como vimos, los hallazgos a nivel hemodindmico estuvieron ligados a los cambios
observados a nivel central. Esto surge de haber evaluado los distintos pasos de la regulacion
de la TH, la enzima clave en la biosintesis de catecolaminas, como marcador del estado del
sistema catecolaminérgico en diferentes dreas del SNC. En este sentido, elegimos el HA y el
HP dado que estd demostrada la participacion de ambas regiones en la modulacién de la
descarga simpdtica con efectos sobre la fisiologia cardiovascular. También decidimos incluir
en el estudio un area poco estudiada como el BO, dado que creemos que podria tener un
papel similar en este sentido. En efecto, encontramos una mayor activacion del sistema
catecolaminérgico tanto en el HP como en el BO derecho, lo cual se vio acompafiado de una
mayor actividad enzimatica. También observamos que el tratamiento DOCA-sal aumenta los
niveles transcripcionales del mensajero de la TH en estas areas. Por el contrario, el HA
respondid de manera opuesta. La importancia de los receptores ETa en la modulacién del

sistema catecolaminérgico en estas regiones centrales quedd evidenciada durante el
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tratamiento con su antagonista, dado que el bloqueo crénico logré revertir estos
pardametros, en lineas generales, a los niveles encontrados en los animales normotensos. En
su conjunto, estos resultados serian indicadores de una menor actividad simpatoinhibitoria
por parte de HA y una mayor actividad simpatoexcitatoria tanto en el HP como en el BO
derecho. Esto en definitiva propiciaria un aumento de la descarga simpatica, lo que seria
fundamental para el mantenimiento a largo plazo de la PAS en el modelo DOCA-sal. Por su
parte la activacion crénica de los receptores ETg parece no tener efectos a largo plazo sobre
el sistema catecolaminérgico en estas areas. No obstante, hay que tener en cuenta nuestros
antecedentes en experimentos ex-vivo y los tratamientos agudos con el mismo agonista
dado que a corto plazo si se observaron alteraciones significativas sobre la regulaciéon de la
TH. Por un lado, hemos hipotetizado que debido a la activacién continua de los receptores
ETs podria existir un efecto de desensibilizacidn de estos. Por otro lado, también sugerimos
gue habria un desplazamiento de las ETs durante los experimentos con IRL1620 y BQ-610.
Ambas inferencias podrian dar una explicacion acerca del comportamiento irregular
observado durante la activacién central de los receptores ETs. Por supuesto, para validar
estas hipotesis se requiere de la realizacion de nuevos experimentos que permitan entender
mejor los detalles de este mecanismo.

La elevada susceptibilidad de este modelo sal dependiente a los tratamientos crénicos
también lleva a pensar que el desarrollo de nuevos antagonistas ETa (mas cominmente
empleados) o agonistas ETg (poco estudiados), farmaco-modulados y con tropismo hacia el
SNC, podria tener importantes repercusiones a nivel terapéutico.

Por otra parte, a través de este trabajo y los antecedentes de nuestro laboratorio,
continuamos sumando evidencias que indican una participacion del BO, al menos en parte
y de manera asimétrica, en la regulacidon central de la PA en los animales DOCA-sal,
agregando un nuevo actor a este complejo mecanismo.

Finalmente, somos conscientes de que aun resta mucho trabajo de investigacién por
delante. Por esta razén, continuaremos trabajando en vistas de lograr nuevos avances en el
estudio de la interaccion entre el sistema endotelinérgico endégeno central y la actividad
catecolaminérgica, asi como también en sus consecuencias sobre la regulacion de la

fisiologia cardiovascular y en la hipertension arterial.
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/. Perspectivas

A lo largo de esta Tesis Doctoral fuimos mencionando distintas estrategias
experimentales que ayudarian a profundizar las conclusiones obtenidas hasta el momento.

Por un lado, remarcamos la necesidad de poder distinguir claramente a través de cudl
o cuales receptores se logran las modificaciones observadas en el sistema catecolaminérgico
en las regiones centrales estudiadas. Esto surge ante la posibilidad de que debido al bloqueo
ETa ocurra un desplazamiento de las ETs circulantes que lleven a la activacién de los
receptores ETg 0, por el contrario, que la activacién ETg lleve paralelamente a la activacion
ETa. En virtud de ello nos preguntamos si los efectos observados eran a través de la
inhibicidon ETa, de la activacion ETg 0 de una accidén conjunta. De modo que creemos que
seria interesante poder analizar el estado de la nNOS (actividad y expresion) en las areas
estudiadas, ya que como mencionamos anteriormente se ha reportado que, centralmente,
la activacion de esta via es mediante ETg. De esta forma, si durante el bloqueo ETa las ETs
circulantes activan ETg deberiamos encontrar un aumento en la actividad de la nNOS. Desde
otro punto de vista, también propusimos utilizar ambas drogas (BQ-610 e IRL1620) de
manera conjunta en experimentos crénicos y como contrapartida también hacerlo con dos
antagonistas especificos combinados como BQ-610 (para ETa) y BQ-788 (para ETg).
Entonces, esperariamos que el doble blogueo evite estas alteraciones. En definitiva, esto
nos permitiria saber si se requiere o no de una baja (o basal) actividad ETs para el
mantenimiento de la actividad catecolaminérgica alterada en los animales DOCA-sal.
Asimismo, se util evaluar los niveles de expresion de los receptores ETa y ETg al final de los
distintos tratamientos crdnicos para saber si hubo alguna alteracién. Esta idea surgié a lo
largo del actual trabajo de tesis, pero por cuestiones de tiempo alun no se han llevado a
cabo.

Por otra parte, también mencionamos que al final de la activacién a largo plazo de los
receptores ETg centrales no se observaron diferencias significativas en la PAS y en los
componentes estudiados de la TH en comparacién con los controles DOCA-sal. Por lo tanto,
seria muy util conocer el estado del sistema catecolaminérgico de estos animales a tiempos
intermedios (por ejemplo, entre las 24 y 48hs). Esto nos permitiria saber si la disminucidn
de la PAS a lo largo del experimento con IRL1620 correlaciona (directa o indirectamente)

con cambios en la expresion y actividad de la TH.
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En otro orden de ideas, también debemos tener en cuenta que uno de los factores de
elevada importancia en el establecimiento de la HTA es el estado oxidativo y el proceso
inflamatorio, con lo recientemente hemos desarrollado una nueva linea de investigacion al
respecto. En este aspecto, se sabe que las ETs incrementan las especies reactivas del oxigeno
(ROS) alterando el estado rédox de la célula [398]. Por otra parte, el NPV es un importante
centro coordinador y regulador de la respuesta autondmica. Asimismo, la actividad
simpatica regulada por el NPV depende de un fino balance entre diferentes
neurotransmisores a nivel de dicha regién. En este contexto, nos planteamos si el sistema
endotelinérgico central estaria regulando la PAS, y la hipertrofia cardiaca, a través de un
desbalance de neurotransmisores y de la activacién del circuito entre moléculas
proinflamatorias y de las ROS a nivel del NPV en el modelo DOCA-sal. Actualmente, la Dra.
Guil lleva adelante esta linea de investigacion como parte de su trabajo postdoctoral.

Finalmente, producto del presente trabajo de tesis, hemos encontrado algunos
resultados interesantes respecto del desarrollo de hipertrofia del VI en los animales DOCA-
sal. Sorprendentemente, debido al bloqueo a largo plazo de los receptores ETa centrales se
encontré que los valores del IHVI en los animales hipertensos tratados no diferian de los
hallados en los controles Nt y que ademds eran significativamente menores que en los
controles DOCA-sal. Por el contrario, la activacion crénica ETg no tuvo efecto en este sentido.
A la vista de los resultados, no sabemos si los visto debido al bloqueo ETa podria tratarse de
una posible reversiéon o un impedimento del desarrollo de hipertrofia del VI. Ademas,
tampoco sabemos si esto seria un efecto directo del bloqueo ETa o de la disminucién
sostenida de la PAS a lo largo de la semana de tratamiento. Como se puede observar son
muchos los interrogantes que surgieron a partir de estos novedosos resultados. Por esta
razon, a lo largo del trabajo de tesis se fueron realizando preparados de cortes de corazén
a la altura de los ventriculos para utilizarlos en microscopia. Esto fue realizado tanto para
los animales normotensos como para los hipertensos DOCA-sal, ya sean estos tratados, o
no, con BQ-610 o IRL1620. El objetivo es, por un lado, validar los resultados obtenidos
mediante el IHVI, dado que, si bien es un fuerte indicador, no es suficiente para asegurar
que lo observado sea efectivamente el desarrollo de hipertrofia. Por otro lado, investigar
esta nueva linea derivada de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral. En
consecuencia, se realizaron preparados de microscopia con tinciones de hematoxilina-
eosinay sirius red para estudiar el didametro de los miocitos y el contenido de coldgeno como

marcadores de hipertrofia, respectivamente. Ademas, se reservaron cortes en parafina para
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estudiar otros marcadores mediante inmunohistoquimica. Asimismo, seria interesante
conocer el estado del corazén en el momento previo al tratamiento crénico con el
antagonista ETa y el agonista ETgs ya que de esa manera podriamos discriminar si los efectos
observados se tratan de una reversidn o si se previene el desarrollo de la hipertrofia

cardiaca.
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Abreviaturas

AC
AHA
Ang-ll
AOB
BO
BPM
BQ-610
DOCA
EPL
ET-1
ET-2
ET-3
ETa
ETs
ETs
FC
GABA
GCL
GL
HA
HP
HTA
ICV
IHVI
IPL
IRL1620
LC
LCRa
MAO
MCL
mmHg
MOB
NA
NET
NOS
NPV
NSO
Nt
NTS
ON
ONL
PA
PAD

Adenilato ciclasa
Area hipotaldmica anterior
Angiotensina ll
Bulbo olfatorio accesorio (accesory olfactory bulb)
Bulbo olfatorio
Latidos por minuto (beats per minute)
Antagonista del receptor ETa
Acetato de 11-deoxicorticosterona
Capa externa plexiforme (plexiform external layer)
Endotelina 1
Endotelina 2
Endotelina 3
Receptor de endotelinas tipo A
Receptor de endotelinas tipo B
Endotelinas
Frecuencia cardiaca
Acido y-aminobutirico
Capa de células granulociticas (granulocytic cell layer)
Capa glomerular (glomerular layer)
Hipotdlamo anterior
Hipotdlamo posterior
Hipertensidn arterial
Intracerebroventricular
indice de hipertrofia del ventriculo izquierdo
Capa interna plexiforme (inner plexiform layer)
Agonista del receptor ETs
Locus coeruleus
Liquido cefalorraquideo artificial
Monoamino oxidasa
Capa de células mitrales (Mitral cell layer)
Milimetros de mercurio
Bulbo olfatorio principal (main olfactory bulb)
Noradrenalina
Transportador de noradrenalina (norepinephrine transporter)
Oxido nitrico sintasa
Nucleo paraventricular
Nucleo supradptico
Normotenso
Nucleo del tracto solitario
Oxido nitrico
Capa del nervio olfativo (olfatory nerve layer)
Presién arterial
Presién arterial diastdlica
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PAM
PAS
PC
ROS
RTP
SFO
SHR
SNC
SRA
SRAA
TH
THser19p
THser31p
THser40p
Tm
VI
VM
VP
VS
WB

Presién arterial media
Presion arterial sistdlica
Peso corporal
Especies reactivas del oxigeno
Resistencia total periférica
Organo subfornical (subfornical organ)
Ratas espontaneamente hipertensas
Sistema nervioso central
Sistema renina-angiotensina
Sistema renina-angiotensina-aldosterona
Tirosina hidroxilasa

Tirosina hidroxilasa fosforiladas en la serina 19
Tirosina hidroxilasa fosforiladas en la serina 31
Tirosina hidroxilasa fosforiladas en la serina 40

Temperatura de melting

Ventriculo izquierdo
Volumen minuto (gasto cardiaco)
Vasopresina (hormona antidiurética, ADH)
Volumen sistolico
Western blot
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