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A (1-7)
AA
AC
Ach
ACTH
ADH
ADN
ADNCc
ADP
AGPI
Al

All
Alll
ALV
AMPc
AP-1
APA
APB
APN
ARAII
ARN
ASA
AT,
ATP
B-AR
BH,
BK
BSA

CAGE
CAT
ClO
CMLV
COX
CREB
CSF
CTGF
DAG
DEPC
ECA

Angiotensina 1-7

Acido araquidénico

Adenilato ciclasa

Acetilcolina

Hormona adrenocorticotropa
Hormona antidiurética

Acido desoxirribonucleico
Copia del acido desoxirribonucleico
Adenosin difosfato

Acidos grasos poliinsaturados
Angiotensina I

Angiotensina I1

Angiotensina III

Angiotensina [V

Adenosin monofosfato ciclico
Factor nuclear de la proteina-1
Aminopeptidasa A
Aminopeptidasa B
Aminopeptidasa neutra
Antagonistas de los receptores AT1 de angiotensina 11
Acido ribonucleico

Amiloide sérico tipo A
Receptor de angiotensina tipo 1
Adenosin trifosfato

Receptores beta adrenérgicos
Tetrahidrobiopterina
Bradiquinina

Albumina sérica bovina

Candesartan

Enzima generadora de angiotensina “sensible a quimostatina”

Catalasa

Anion hipoclorito

Células de musculo liso vascular

Ciclooxigenasa

Proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc
Factor estimulador de colonias

Factor de crecimiento conectivo tisular

Diacil glicerol

Dietil pirocarbonato

Enzima de conversion de angiotensina
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ECE
EDCF
EDHF
EDPAE
EDRF
EDTA
EGF
ELAM
EP
ERK
ERO
ET
ET-1
FAD
FGF
FMN
FSR
FvW
G6PDH
GABA
GAPDH
GCs
GMPc
GPx
GRed
GSH
GSSG
GTP
H,0,
HTA
IAM
ICAM
IECA
IxB
IKK
IL-18
INF-y
1P,
JAK
JNK

Enzima de conversion de endotelina

Factores vasoconstrictores derivados del endotelio
Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
Enzima activadora de prorrenina derivada de endotelio
Factor relajante derivado del endotelio

Acido etilendiamintetraacético

Factor de crecimiento epitelial

Molécula de adhesion endotelial de leucocitos
Endopeptidasa

Protein-kinasa reguladora de la sefial extracelular
Especies reactivas de oxigeno

Endotelina

Endotelina-1

Flavin-adenin dinucleétido

Factor de crecimiento de fibroblastos

Flavin mononucleoétido

Flujo sanguineo renal

Factor von Willebrand

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Acido gamma aminobutirico

Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

Guanilato ciclasa soluble

Guanosin 3’,5’monofosfato ciclico

Glutation peroxidasa

Glutation Reductasa

Glutation reducido

Glutation Oxidado

Guanosin 5’trifosfato

Pero6xido de hidrogeno

Hipertension Arterial

Infarto agudo de miocardio

Molécula de adhesion intercelular

Inhibidor de la enzima de conversion de angiotensina
Inhibidor del factor de transcripcion nuclear kappa-B
Kinasa del IkB

Interleuquina-1 beta

Interferon gamma

Inositol 1,4,5-trifosfato

Janus kinasa

Kinasa del N-terminal de Jun
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L-ADM A
LDL
LNAME
LNMM
Lp (a)
LPS
MAP
MAPK
MCP-1
MCSF
MDA
MEK
MHC I/'11
MLCK
MMP
MPCR
NA
NADH
NADPH
NEP
NF-«xB
NO
NOS
NOSe
NOSi
NOSn
NPS

102

0,

‘OH
ONOO
ONOOH
OPN

PA

PAD
PAI-1
PAS
PBS
PCR
PCR

L-arginina dimetil asimétrica

Lipoproteinas de baja densidad
NG-nitro-L-arginina
N-monometil-L-arginina

Lipoproteina (a)

Lipopolisacarido

Proteina mitogénica activada

Proteinas tirosin-kinasa de MAP

Proteina quimiotactica de monocitos

Factor estimulador de colonias de monocitos
Malonil dialdehido

Protein-kinasa mitogena activada

Complejo mayor de histocompatibilidad clase 1 o 2
Kinasa de la cadena ligera de miosina
Metaloproteinasas

Reaccion en cadena de la polimerasa multiple
Noradrenalina

Nicotin adenin dinucleétido reducido
Nicotin adenin dinucleétido fosfato reducido
Endopeptidasa neutra

Factor de transcripcion nuclear kappa-B
Oxido nitrico

NO sintasa

NO sintasa endotelial

NO sintasa inducible

NO sintasa neuronal

Nitroprusiato sodico

Oxigeno singlete

Anioén superdxido

Radical hidroxilo

Peroxinitrito

Acido peroxinitroso

Osteopontina

Presion arterial

Presion arterial diastolica

Inhibidor del activador del plasminégeno-1
Presion arterial sistolica

Tampon salino de fosfato

Reaccion en cadena de la Polimerasa

Proteina C reactiva
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PDGF
PEP
PGH,
PGI,
PGs
PKAc¢
PKC
PLA,
PLC
PLD
PNA
PP2A
PPAR
PTP
SHR
SNC
SOD
SRA
STAT
TFG
TGF-B
TIMP-1
TNF-a
t-PA
TXA,
VCAM
VEGF
VLDL
VP
WKY
X0

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Endopeptidasa propilica
Prostaglandina H2
Prostaciclina
Prostaglandinas

Protein kinasa A citosolica
Protein kinasa C

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C

Fosfolipasa D

Péptido natriurético auricular

Fosfolipasa 2 A

Receptores activados del proliferador de peroxisoma

Fosfatasa de fosfotirosina

Rata espontaneamente hipertensa
Sistema nervioso central

Superoxido dismutasa

Sistema renina-angiotensina

Sefial activadora y transductora de la transcripcion
Tasa de filtracion glomerular

Factor de crecimiento transformante beta
Inhibidor de la metaloproteinasa tisular 1
Factor de necrosis tumoral alfa
Activador de plasminogeno tisular
Tromboxano A2

Molécula de adhesion vascular

Factor de crecimiento endotelial vascular
Lipoproteinas de muy baja densidad
Vasopresina

Rata Wistar Kyoto

Xantina Oxidasa
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Introduccion

1. HIPERTENSION ARTERIAL

1.1. DESCRIPCION

La hipertension arterial se ha establecido como el principal factor de riesgo para
el desarrollo de patologias cardiovasculares como el accidente cerebrovascular, la
enfermedad coronaria y el fallo renal y cardiaco en los paises occidentales. Pero la
hipertension no se presenta de manera aislada, sino que en la mayoria de los casos va
asociada a otros factores de riesgo como la diabetes Mellitus, la hipercolesterolemia, la
hipertrigliceridemia o la obesidad, lo que aumenta la incidencia accidentes
cardiovasculares (Mulrow, 1999,Whelton, 1994). En cuanto a la prevalencia de la
hipertension, en muchas sociedades mas del 50% de los individuos mayores de 60 afios
padecen hipertension arterial. Cerca del 30% de las muertes en el mundo, se deben a
enfermedades cardiovasculares. En particular, la hipertension es responsable de un 25%
de las muertes en Espana, y cerca de la mitad se deben a causa cardiovascular (Luque,
2004).

Actualmente, existen dos guias para el manejo de la hipertension. El séptimo
informe del Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Pressure (The JNC 7 Report) (Chobanian et al., 2003), hace
una clasificacion de las categorias de los individuos hipertensos (Tabla 1) mas
simplificada que la presentada por las Sociedades Europeas de Hipertension y
Cardiologia presentaron en la 1* Guia Europea de manejo de la Hipertension Arterial
(Tabla 2) (, 2003). E1 JNC 7°, incorpora por vez primera el concepto de prehipertension,
equivalente a cifras de presion arterial en el rango normal (120-139/80-89 mm de Hg).
Ademas desaparece la estratificacion de los factores de riesgo, que tienen una gran

importancia en el pronostico evolutivo y en las indicaciones del tratamiento.

Clasificacion de la PA | PAS (mm de Hg) | PAD (mm de Hg)
Normal <120 y <80
Prehipertension 120 - 139 680 -89
HTA: Estadio 1 140 - 159 690 -99
HTA: Estadio 2 > 160 6>100

Tabla 1. Clasificacion de la presion arterial segun el 7° informe del Joint National Comitte americano.
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En la guia europea estas cifras se definen como normal alta, siendo un concepto
mas real, ya que en ningun caso equivalen o predicen una hipertensioén en los proximos
afios. Asimismo la guia europea, igual que sus antecesoras (WHO/ISH 1993 y 1999),

valora el riesgo cardiovascular y su relacion con las distintas categorias de la

hipertension.
Categoria Sistolica (mm de Hg) | Diastolica (mm de Hg)

Optima <120 <80
Normal 120 - 129 80 - 84
Normal alta 130 - 139 85 -89
Hipertension
Grado 1 (ligera) 140 - 159 90 - 99
Grado 2 (moderada) 160 - 179 100 - 109
Grado 3 (severa) > 180 >110
Sistolica aislada > 140 <90

Tabla 2. Definicién y clasificacion de la hipertension arterial segun la 1* Guia Europea de manejo de la

Hipertension Arterial.

El 95 % de los casos de hipertension consiste en una alteracion multifactorial
condicionada por factores genéticos como ambientales. Este tipo de hipertension se
denomina hipertension esencial o primaria. Cuando los niveles de presion arterial estan
asociados a otras situaciones patologicas como la coartacion de la aorta, la enfermedad
renovascular, la enfermedad parenquimatosa del rifion, los tumores productores de
renina o las enfermedades endocrinas como el aldosteronismo y el feocromocitoma se
denomina hipertension secundaria. Por otro lado la hipertension puede verse
condicionada por factores ambientales como la ingesta elevada de alcohol ¢ de sal, la
vida sedentaria, el estrés, la ingesta baja de potasio 6 de calcio, 6 por otros factores
como la obesidad, la resistencia a la insulina, la raza negra o el sexo masculino entre

otras (Sever y Poulter, 1989).



Introduccion

1.2. CONSECUENCIAS DE LA HIPERTENSION ARTERIAL: LA
ENFERMEDAD VASCULAR HIPERTENSIVA

La elevacion de las cifras de presion arterial estd asociada a alteraciones
funcionales y estructurales de la pared arterial (Figura 1). Entre las alteraciones
funcionales destacan la disfuncion endotelial, las alteraciones en la respuesta a
sustancias vasoactivas de las células de musculo liso vascular (CMLV) y diferenciacion
de las CMLV hacia un fenotipo secretor. De todas ellas, la disfuncion endotelial se
considera la alteracion funcional mas importante en hipertension favoreciendo el
desarrollo de arteriosclerosis (Gibbons, 1997, Luscher y Vanhoutte, 1986, Panza et al.,
1995). La disfuncion endotelial hipertensiva se caracteriza principalmente por una
reduccion en la relajacion dependiente de endotelio y un aumento de la contraccion
dependiente de endotelio (Luscher and Vanhoutte, 1986, Miyamoto et al., 1998,
Vazquez-Perez et al., 2001).

Disfuncion \
Endotelial
ALTERACIONES Alteraciones en la INSUFICIENCIA
respuesta de las CMLV a CARDIACA
FUNCIONALES sustancias vasoactivas Aumento en la
respuesta
Diferenciacion de vasoconstrictora
CMLYV hacia
\_ fenotipo secretor Aumento en la INSUFICIENCIA
interacciéon de RENAL
1 t:
( Cé¢lulas endoteliales pmz:ﬂ::)ec;:sy
HTA —— poliédricas y voluminosas ‘
Engrosamiento de la
. d vascular y de la
Alteraciones en el pare .
crecimiento de CMLV capa de la media DETERIORO
CEREBRAL
COGNITIVO
ALTERACIONES Cambios en la Menor distensibilidad
composicion de la de la pared
ESTRUCTURALES Matriz Extracelular
Remog}/ﬁde las ARTERIOSCLEROSIS
Aumento de
fibroblastos

\

Figura 1. Alteraciones estructurales y funcionales asociadas a la enfermedad vascular hipertensiva y su

afectacion en 6rganos diana.

Las alteraciones estructurales asociadas a hipertension son el cambio

morfoldgico de las células endoteliales aumentando su volumen, las alteraciones en el
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crecimiento de las CMLYV, cambios en la composicion de la matriz extracelular,
remodelado de las CMLV y un aumento delos fibroblastos. El conjunto de alteraciones
funcionales y estructurales provoca un aumento de la respuesta vasoconstrictora, un
engrosamiento de la pared vascular asi como de la capa media y una menor
distensibilidad de la pared. Esta situacion genera un dafio organico asociado a
manifestaciones clinicas como la insuficiencia cardiaca, infarto agudo de miocardio,
angina de pecho, aneurisma disecante de la aorta, insuficiencia renal, deterioro cerebral
cognitivo o arteriosclerosis. Las alteraciones estructurales y funcionales asociadas a la
enfermedad vascular hipertensiva y la posterior afectacion de los o6rganos diana son los
componentes del llamado Continuo Vascular, que describe la transicion de las
manifestaciones clinicas asintomadticas (alteraciones estructurales y funcionales)
generadas por los factores de riesgo cardiovascular (HTA, obesidad, diabetes), hacia
dafio organico y las manifestaciones clinicas sintomadticas finalizando en la muerte

cardiovascular (Dzau and Braunwald, 1991, Luque, 2004).

1.3. LA RATA ESPONTANEAMENTE HIPERTENSA: EL MODELO
EXPERIMENTAL

La rata espontdneamente hipertensa (SHR, spontaneously hypertensive rat) es un
modelo experimental muy utilizado que fue desarrollado en 1959 por Okamoto y Aoki
(Okamoto y Aoki, 1963). La SHR empieza a tener niveles elevados de presion arterial a
partir de la quinta semana de vida, y en la semana 12* cuando alcanza la madurez, las
cifras de presion arterial sistdlica estan alrededor de los 200 mm Hg. En este modelo
experimental, la elevacion mantenida de presion arterial desarrolla alteraciones en los
organos diana, corazon, rindn y cerebro, al igual que ocurre en la hipertension arterial
esencial en humanos. La rata SHR se considera el modelo animal idoneo de
hipertension esencial debido a su desarrollo con la edad y a la intervencion de factores
genéticos, humorales y nerviosos en el aumento de las resistencias vasculares (Yamori,

1976).
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2. ENDOTELIO VASCULAR Y DISFUNCION ENDOTELIAL

El endotelio vascular est4 situado en una posicién anatomica estratégica entre la
sangre y la pared vascular, lo que le permite actuar como receptor y transmisor de
sefales. Las células endoteliales son capaces de liberar numerosos factores vasoactivos
en respuesta a cambios hemodindmicos de la sangre como la presion, las fuerzas de
cizalladura, los cambios en sus interacciones con las plaquetas o los leucocitos, las
modificaciones de los mensajeros quimicos circulantes o los procedentes de células
vecinas. Actualmente el endotelio se considera como el principal “6rgano” de
regulacion vascular con accidn paracrina, autocrina y endocrina que esta implicado en
diversos procesos vasoactivos, metabolicos e inmunitarios. Las células endoteliales
pueden activar y desactivar hormonas circulantes, ya que en ellas se produce la
internalizacion y degradacion de la noradrenalina y serotonina circulantes por la
monoamino-oxidasa, la conversion de angiotensina I (Al) en angiotensina I (All) y la
degradacion de la bradiquinina (BK) por accién de la enzima de conversion de
angiotensina (ECA) o la kininasa II. Ademas el endotelio es capaz de sintetizar y liberar
sustancias vasoactivas como la prostaciclina (PGI,), el 6xido nitrico (NO), el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), la endotelina (ET), diversas
prostaglandinas, el tromboxano A, (TXA;), los heparinoides sulfato, el factor de
crecimiento transformante [ (TGFp), el factor del crecimiento endotelial vascular
(VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el activador del plasmindgeno tisular (t-PA), el
inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), especies reactivas de oxigeno,
interleuquinas, quimioquinas, moléculas de adhesion de monocitos (ICAM-1, VCAM-1,

ELAM, E-selectina) y otros (Tabla 3).

Todos estos factores modulan el tono y el crecimiento del musculo liso vascular,
asi como la coagulacion, la fibrinolisis y la adhesion de células sanguineas a la pared
vascular. Ello hace del endotelio un verdadero sistema receptor y emisor de sefiales, que
explica la razon por la que una hormona o los cambios en la hemodindmica sanguinea
pueden modificar la funcidén vascular sin tener acceso directo a todos los componentes

de la pared vascular.
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FACTORES VASOACTIVOS
VASODILATADORES
Oxido Nitrico (NO)
Prostaciclina (PGI,)
Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio (FHDE)

VASOCONSTRICTORES
Endotelina-1 (ET-1)
Tromboxano A2 (TXA))

Prostaglandina (PGH,)
MODULADORES DEL CRECIMIENTO
PROMOTORES DEL CRECIMIENTO
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
Factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF)
Factor-1 de crecimiento parecido a la msulina (IGF-1)

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
Endotelina-1 (ET-1)

INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO
Heparinoides (HPS)
Factor de crecimiento transformante (TGF)
Oxido nitrico (NO)

Prostaciclina (PGI,)
MODULADORES DE LA INFLAMACION
MOLECULAS DE ADHESION
Molécula de adhesion endotelial de leucocitos (ELAM)
Molécula de adhesion intracelular ICAM, PECAM)
Molécula de adhesion vascular (VCAM)
FACTORES HEMOSTATICOS Y FIBRINOLITICOS
Activador del plasminégeno tisular (t-PA)
Inhibidor del activador del plasmindgeno tisular (PAI-1)
Trombomodulina
Factor von Willebrand (fvW)

Factor tisular (TF)

Tabla 3.- Factores y funciones endoteliales.
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2.1. FUNCIONES DEL ENDOTELIO

Las principales funciones ejercidas por el endotelio son las siguientes:

Barrera selectiva. El endotelio constituye la frontera de los compartimentos intra y
extravascular y actia como una barrera con permeabilidad selectiva al tamafo y a la
carga eléctrica que regula el flujo de macromoléculas y particulas lipidicas entre la
sangre y el espacio extravascular a través de las uniones intercelulares. La
permeabilidad del endotelio puede ser modificada en respuesta a diferentes estimulos
que provocan la apertura de las uniones intercelulares y cambios en la forma de las

células endoteliales (Mombouli y Vanhoutte, 1999, Wagner y Chen, 1991).

Regulacion del tono vascular. El endotelio es capaz de modular el tono vascular
manteniendo un equilibrio entre los factores vasodilatadores como el 6xido nitrico
(NO), la prostaciclina (PGI,) y el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio
(EDHF), y los factores constrictores como la endotelina 1 (ET-1), y el tromboxano A,
(TXA;) y derivados prostanoides (PGH;) (Furchgott y Vanhoutte, 1989). De los tres
factores relajantes producidos por el endotelio, el NO se considera el mas importante
debido a la capacidad de ejercer un efecto tonico vasodilatador sobre la pared vascular,
equilibrar las acciones de factores vasoconstrictores de accion local y de agentes con
accion sistémica como la Angiotensina II (AIl), las catecolaminas y la Vasopresina

(VP) (Jaffe, 1996). Las acciones del NO seran ampliamente descrito mas adelante.

Regulacion de la proliferacion, crecimiento y migracion de las células musculares
lisas. El endotelio regula la capacidad de proliferacion del musculo liso vascular
mediante la liberacion de numerosos factores estimuladores e inhibidores del
crecimiento que actuan localmente, bien aisladamente o en combinacidn, sobre las
células del musculo liso modulando su capacidad proliferativa y migratoria

(Scottburden y Vanhoutte, 1993).

Regulacion de la coagulacion y fibrinolisis. El endotelio participa en la regulacion de
la coagulacion y fibrinolisis para mantener la fluidez sanguinea normal y detener las
hemorragias en los lugares de lesion. En condiciones normales, el endotelio tiene

caracter no trombogénico, aunque en determinadas situaciones fisiologicas y
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fisiopatologicas, el endotelio es capaz de liberar sustancias que promueven la adhesion

y la agregacion de plaquetas y la coagulacion (Wu y Thiagarajan, 1996).

Regulacion de la respuesta inflamatoria. Las células endoteliales tienen un papel
triple en la interaccion leucocitaria. En primer lugar, las células endoteliales se activan
por la accion de citoquinas proinflamatorias y comienzan a expresar moléculas de
adhesion asi como moléculas presentadoras de antigeno (MHC I y II). Estas moléculas
de adhesion van a facilitar el reclutamiento de leucocitos hacia un foco inflamatorio. En
segundo lugar, el endotelio modula la activacion leucocitaria liberando sustancias
quimiotacticas que permite la migracion de monocitos al espacio extravascular y
participar en las alteraciones inflamatorias. En algunas alteraciones patoldgicas como la
vasculitis o la arteriosclerosis, el espacio subendotelial se convierte en un foco de
inflamacion. Finalmente, las células endoteliales que expresan ciertas moléculas de
adhesion, citoquinas y antigenos se convierten en el objetivo de las moléculas derivadas
de leucocitos que van a provocar la activacion del endotelio, su disfuncionalidad y
posteriormente la generacion de sefiales que conducen a la apoptosis o muerte celular

programada (Biedermann, 2001).

2.2. FACTORES VASODILATADORES Y VASOCONSTRICTORES

VASODILATADORES

Como ya se ha mencionado antes, los tres factores vasodilatadores producidos
por el endotelio son el o6xido nitrico, la prostaciclina y el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio, siendo el principal el NO, ya que es el tinico que ejerce un efecto

tonico vasodilatador sobre la pared vascular.

Oxido Nitrico (NO)

En 1980 Furchgott y Zawadzki descubrieron que la presencia de endotelio era
necesaria para que se produjese la relajacion de un anillo de aorta de conejo inducida
por la acetilcolina (Ach). Dado que el experimento se realizaba en presencia de

inhibidores de la ciclooxigenasa (COX), se concluyd que la relajacion endotelio-

10
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dependiente producida por la Ach resultaba de la liberacién de una sustancia difusible
liberada por el endotelio que se llamoé "endothelium derived relaxing factor" (EDRF),
factor relajante derivado del endotelio (Furchgott y Zawadzki, 1980). En 1987 Palmer y
cols. identificaron el EDRF como NO. Este se produce por la accion de la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS), que cataliza la reaccion de L-arginina, nicotin-adenin
dinucleodtido fosfato reducido (NADPH) y oxigeno para dar lugar a NO, citrulina y
NADP. Esta enzima posee un grupo hemo y utiliza una serie de cofactores como la
tetrahidrobiopterina (BH4), flavin-adenin dinucleétido (FAD) y flavin mononucleétido
(FMN) (Alderton et al., 2001). Dicha sintesis se inhibe competitivamente por derivados
estructurales como el N-monometil-L-arginina (L-NMMA), NG-nitro-L-arginina

metilester (L-NAME) y otros (Palmer et al., 1988)

/NH; /O
7 v
CHy —NH—-C_ , CHoy —NH—C
NH, Oxido | NHy
CHy Nitrico CHq
20, NO
CHy CHy +2H,0
(|3H -NH3 » C|?H -NHF
Co0~ / \ . oo
Arginina NADPH NADP Citrulina

Figura 2. Biosintesis de NO

Existen 3 isoformas de NOS, codificadas por 3 genes distintos con diferente
localizacion, regulacion, propiedades cataliticas y sensibilidad a inhibidores. La NOSn
(Tipo I, NOS-1) es la isoforma constitutiva predominante en el tejido neuronal y renal;
la NOS:i (Tipo II, NOS-2) es inducible, y puede expresarse en gran variedad de células y
tejidos, especialmente en los macréfagos estimulados por citoquinas, lipopolisacarido
(LPS), y otros agentes pro-inflamatorios, aunque también estd presente en células
mesangiales, endoteliales y musculares lisas vasculares; la NOSe (Tipo III, NOS-3) fue
descubierta inicialmente en las células endoteliales vasculares y se expresa de manera
constitutiva. Las dos isoformas constitutivas estdn reguladas por la concentracion
intracelular de Ca™ (Katusic y Cosentino, 1994).

La NOSe es la responsable de la produccion de NO endotelial que desempefia
una funcion fisioldgica en el sistema vascular. Esta enzima esta regulada por el flujo de
Ca”" citosolico (Lopez-Jaramillo et al., 1990). Diversos estimulos, como el estrés de

friccion producido por el flujo de la sangre y la accion de agonistas como Ach y

11
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bradikinina, inducen un aumento del Ca®" citos6lico y la unién con calmodulina, que
regula la actividad de la enzima (Fleming, 1987, Nishida et al., 1992). Dicha actividad
también estd modulada por fosforilacion de varios de sus residuos aminoacidicos
(Fleming y Busse, 2003). Con independencia de su expresion constitutiva, la expresion
de la NOSe puede verse incrementada en respuesta a diversos estimulos, como el flujo
sanguineo, factores de crecimiento, hormonas, etc. (Li et al., 2002). La NOSe también
estd regulada por interaccion con la Caveola/Caveolina-1. Las caveolas son
invaginaciones de la membrana plasmatica presentes en muchos tipos celulares. Estas
estructuras tienen toda la maquinaria necesaria para la formacion de vesiculas, la fision,
el anclaje y la fusidon con la membrana. Ademas, en muchos tipos celulares y en especial
en el endotelio, hay una expresion importante de una proteina denominada caveolina-1
que esta presente en la regulacion de muchas rutas de sefalizacion. En las células
endoteliales, la NOSe se dirige a las caveolas y al aparato de Golgi donde se inhibe al
unirse con la caveolina-1. La actividad de la NOSe se recupera cuando la interaccion
con la caveolina se interrumpe al unirse la NOSe a la calmodulina dependiente de calcio

(Frank et al., 2003).

La NOSn se encuentra en tejidos como el SNC, especialmente en el cerebelo
(Bredt, 1996), la médula espinal (Sheng et al., 1993), la hipofisis (Wolff y Datto, 1992),
el pene (Ferrini et al., 2003), el musculo esquelético (Hussain et al., 1997) y el rifién
(Wang et al., 1998) pero también estd implicada en la regulacion de la funcion de estos
organos (Bredt, 1999). La presencia de la actividad de NOSn en el cerebro y en el
musculo esquelético determina que esta isoforma sea la mayor mediadora de la
produccion corporal de NO en los seres humanos. La NOSn es un enzima que, al igual
que la NOSe, se expresa constitutivamente y esta regulada principalmente por el influjo

de Ca®" citosolico (Drew y Leeuwenburgh, 2002).

La NOSi es una enzima capaz de producir cantidades elevadas de NO de manera
muy rapida. Se ha identificado su presencia en varias lineas celulares, como
macrofagos, linfocitos, neutrdfilos, eosinofilos, células de Kupfer, hepatocitos,
macrofagos alveolares e histiocitos (Bandaletova et al., 1993). La expresion de la NOSi
se induce por estimulacién con LPS o con citoquinas proinflamatorias, como IL-1,
TNF-a o IFN-y. La NOSi es menos dependiente de Ca*", y su regulacion tiene lugar
principalmente a nivel trascripcional debido a que el promotor del gen contiene una

serie de regiones de union para factores de transcripcion. Dentro de estas regiones, se
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han identificado dos de gran importancia; la primera contiene regiones de unidon para
elementos de respuesta relacionados con el LPS, como IL-6 y el NF-kB. La segunda

region mas importante media la activacion inducida por el IFN-y y por LPS (Lowenstein

etal., 1993).

También existe una NOS en la mitocondria (NOSmt) que produce NO, el cual
podria actuar como sefial de comunicacion intracelular, y por tanto jugaria un
importante papel en la respiracion mitocondrial. Ademas, la estimulacion de la NOSmt
induce liberacion de citocromo ¢ y aumento de la peroxidacion lipidica (Drew y
Leeuwenburgh, 2002). La isoforma NOSmt no estad bien caracterizada, y mientras unos
autores defienden que se trata de una isoforma constitutiva, otros consideran que es una

variante de la NOSi (Moncada y Erusalimsky, 2002).

En cuanto al mecanismo de accidon, el NO actia mediante la activacion del
enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), incrementando los niveles intracelulares de
guanosin 3’°,5’-monofosfato ciclico (GMPc). El NO sintetizado en una célula difunde
hacia la célula diana, donde se libera y fija al grupo hemo de la GCs, induciendo un
cambio conformacional y la activacién de dicho enzima, que trasforma la guanosin 5’-
trifosfato (GTP) en GMPc. El incremento posterior de los niveles intracelulares de
GMPc modifica la actividad de diversas proteinas diana, como proteinas kinasa
dependientes de GMPc, fosfodiesterasas reguladas por GMPc y canales i6nicos
regulados por GMPc (Drew y Leeuwenburgh, 2002). Ademas, el 6xido nitrico se puede
unir a otros enzimas que contiene un grupo hemo en su estructura, como la citocromo ¢
oxidasa, asi como a otros elementos de la cadena mitocondrial, regulando asi la

respiracion celular (Gow y Ischiropoulos, 2001).

El NO es un factor de accién paracrina cuyas acciones principales son: la
relajacion del musculo liso vascular, la inhibicion de la agregacion plaquetaria, la
inhibicién del crecimiento y la proliferacion de las células del musculo liso y la
inhibicion de la adhesion de monocitos y leucocitos al endotelio. Como consecuencia, el
NO desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la funcidn, estructura e
integridad vascular (Cohen et al., 1983, Dubey y Overbeck, 1994, Romero et al., 1992).

El NO se libera de las células endoteliales en respuesta a numerosos factores
tanto fisicos (Rubanyi y Vanhoutte, 1986), como de tipo humoral (Furchgott y
Vanhoutte, 1989), siendo el principal factor fisico las llamadas fuerzas de cizallamiento

ejercidas por la sangre sobre el endotelio vascular y también factores humorales como la
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Ach, BK, catecolaminas, All, ET-1, vasopresina (VP), trombina, adenosin trifosfato y
difosfato (ATP y ADP), sustancia P, acido araquidonico, histamina, ionéforo de calcio
(A23187), etc. El1 NO acttia como mediador local de los llamados vasodilatadores
dependiente de endotelio, como la Ach y la BK, o como mediador de la accion
vasodilatadora producida en procesos inflamatorios en respuesta a la histamina o BK.
La liberacion del NO en respuesta a ciertas hormonas como la All, la VP y las
catecolaminas seria responsable de la vasodilatacion inducida por estas hormonas sobre
territorios vasculares especificos, y modularia la accidon constrictora de éstas producida

por su interaccion con receptores AT, V1 o al situados en las células musculares lisas.

Prostaciclina (PGI,)

Los prostanoides se producen por la accion de la ciclooxigenasa (COX) que
convierte el acido araquidénico en endoperdxidos ciclicos (prostaglandina G, y
prostaglandin H,), los cuales sirven de sustrato a otras enzimas para producir la
prostaglandina D,, la prostaglandina E,, la prostaglandina F,,, la prostaglandina I,
(prostaciclina, PGI), o el tromboxano A,. Se han descrito receptores especificos para
cada uno de estos metabolitos, asi la PGD, , el TXA,, la PGI,, la PGE, y la PGF;,
interaccionaran con los receptores DP (del inglés, D prostaglandin), TP, IP, EP y FP,
respectivamente. La enzima que cataliza la sintesis de PGI; es la prostaciclina sintasa
(PGIS) localizada en el reticulo endoplasmatico de las células endoteliales y la
membrana plasmatica y nuclear de las CMLV. La prostaciclina que se produce cerca de
la membrana plasmatica puede difundir rdpidamente o actuar localmente de manera
paracrina o autocrina a traves de los receptores de siete dominios transmembrana
especificos para la prostaciclina. Por el contrario, la PGI, producida cerca del nucleo
actia como un efector intracrino, ya que tiene rapido acceso al citoplasma y a los
receptores activados del proliferador de peroxisoma (PPARSs) y por tanto puede alterar
el comportamiento celular al interaccionar con este factor de transcripcion (Wise, 2003).

La PGI, tiene un efecto vasodilatador a bajas concentraciones mientras que a
elevadas concentraciones el efecto es vasoconstrictor (Williams et al., 1994). Sus
acciones principales son inhibicion de la agregacion plaquetaria y relajacion de las
células musculares lisas. Los antiinflamatorios no esteroideos, que inhiben la

produccion de PGy, no tienen efecto sobre la presion arterial, lo que sugiere que la PGI,
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no parece estar contribuyendo de forma relevante a la regulacion del tono vascular en
condiciones normales. Su funcidn sobre el tono del musculo liso parece limitarse sélo a
modular la accién de otros sistemas vasoactivos. Su mecanismo de accion celular
depende de la activacion de la adenilato ciclasa que produce un aumento del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) en las células diana (Best et al., 1977). La PGI, tiene una
vida media corta ya que como las demas PGs no se almacena en la célula, sino que se
sintetiza y se libera por éstas en respuesta a diversos estimulos. A diferencia de las otras
PGs que en su mayoria son degradadas principalmente por enzimas al pasar por la
circulacion pulmonar, la PGI, se inactiva mediante una degradaciéon no enzimatica al
metabolito estable 6-ceto-PGF,, que puede aparecer en la circulacion general. Este
hecho ha servido de base para suponer que la PGI, seria la unica PGs que tendria
algunos efectos vasculares con cierta relevancia sistémica (Waldman et al., 1978). La
PGI; es ademas un potente inhibidor de la liberacion de mitdgenos por las plaquetas, las
células endoteliales y los macrofagos, por lo que tiene la capacidad de inhibir la
proliferacion de las células del musculo liso vascular.

Los principales factores capaces de estimular la sintesis y la liberacion de la
PGI; son la All, la Ach o la BK y productos liberados de las plaquetas como la
serotonina, la interleuquina-1 (IL-1) y el PDGF, asi como los nucleétidos de adenina
(Mitchell et al., 1992). La capacidad para sintetizar PGI, disminuye con la edad, la
arteriosclerosis y la diabetes mellitus, lo que sugiere la existencia de un nexo entre la
sintesis de PGI, en el endotelio y su vulnerabilidad en episodios de trombosis y

aterosclerosis.

Factor Hiperpolarizante Derivado del Endotelio (EDHF).

El endotelio libera otro factor vasodilatador llamado EDHF (del inglés
Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor), y produce la relajacion del musculo liso
vascular al inducir hiperpolarizacion de su membrana celular (Rubanyi and Vanhoutte,
1986). En los vasos sanguineos de varias especies animales esta hiperpolarizacion es
resistente a los inhibidores de la NOS y de la COX, por lo que la relajacion endotelio
dependiente no solo seria atribuible al NO o a la PGI, (Corriu et al., 1996, Murphy y
Brayden, 1995) sugiriendo la existencia de otro factor responsable de dicha relajacion.
La naturaleza del EDHF no se conoce exactamente y durante un tiempo se considero la

posibilidad de que el EDHF fuera un metabolito del dcido araquidénico formado por la
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accion del citocromo P450 (Cohen y Vanhoutte, 1995). Sin embargo, en los vasos
sanguineos de algunas especies los inhibidores del citocromo P450 no afectan a la
hiperpolarizacion dependiente de endotelio.

La hiperpolarizacion y la relajacion inducida por el EDHF parece ser debida a un
incremento en la conductancia al K™ en la membrana del musculo liso vascular, a través
de los canales de K™ dependientes de Ca*" e independientes de ATP, ya que no se inhibe
en presencia de glibenclamida. Entre los canales de K dependientes de Ca*" implicados
en la vasorelajacion del EDHF, los que son capaces de producir una hiperpolarizacion
en la membrana son los de conductancia intermedia y baja (IKc, y SK¢,) (Gluais et al.,
2005).

No se conoce muy bien el papel fisiolégico del EDHF en la regulacion del tono
vascular, aunque se sabe que se libera in vitro por accion de concentraciones elevadas
de Ach o de BK (Fujii et al., 1992,Mombouli et al., 1992), sugiriendo la posible
mediacion parcial de la accion vasodilatadora de estos agentes. La contribucion del
EDHEF a la relajacion dependiente de endotelio varia en funcion de la arteria que se trate
y del calibre de la misma. Este factor actia fundamentalmente sobre la microvasculatura
y los vasos de resistencia de pequefio calibre, por lo que parece jugar un papel
importante en la regulacion local de las resistencias periféricas vasculares. Diversos
estudios sugieren ademas que el EDHF participa de manera especialmente importante
en la circulacion coronaria y en el lecho vascular mesentérico, ya que aproximadamente
el 60% y el 70% respectivamente, de la respuesta vasodilatadora a agentes
vasodilatadores dependientes de endotelio estd mediada por el EDHF (Maeso et al.,

1998,Vazquez-Perez et al., 2001).

VASOCONSTRICTORES

Endotelina (ET)

La ET fue descubierta a finales de la decada de los 80. Es una proteina de 21
aminoacidos y es el metabolito final de un zimégeno o forma inactiva de la enzima. El
gen de la endotelina codifica para la preproendotelina de 203 aminoacidos que bajo la
accion de una endopeptidasa la transforma en big endotelina de 39 aminoécidos. Esta

ultima es una pro hormona que se secreta y libera a la circulacion; finalmente, la enzima
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convertidora de endotelina (ECE) la transforma en Endotelina-1. Actualmente se
conocen tres isoformas diferentes denominadas ET-1, ET-2 y ET-3, que sélo se
diferencian en algin aminoacido de su secuencia. Las tres tienen actividad bioldgica,
tan solo se diferencian en su potencia farmacologica, siendo la ET-2 la de mayor accion
vasoconstrictora y la ET-3 la de menor (Anggard et al., 1990,Coloccini, 2003,
Yanagisawa y Masaki, 1989).

La ET-1 actta a través de receptores especificos de los que se han descrito dos
tipos, los ETA y los ETg. Los receptores ET4 se localizan principalmente en las CMLV
y en los cardiomiocitos. La estimulacion de los receptores ET4 activa la fosfolipasa C
favoreciendo la senalizacion mediada por IP3 y DAG que van a aumentar la
concentracion intracelular de calcio y la actividad de la PKC. Como consecuencia se
produce vasoconstriccion y proliferacion celular. Los receptores ETp se encuentran
predominantemente en las células endoteliales y en mucha menor medida en las CMLV
y tienen similar afinidad tanto para la ET-1 como para la ET-3. La estimulacion de los
ETg produce tanto vasoconstriccion como vasodilatacion, esta ultima mediada por el
incremento de la produccion de NO y PGI,. La ET-1 tiene la capacidad de regular
mecanismos a corto plazo como la contracciéon y la secrecion de otros factores
vasoactivos como la All. A largo plazo, la ET estimula la proliferacion de diversos tipos
de células, lo que sugiere un posible papel en los procesos de crecimiento
cardiovascular y renal como el remodelado vascular, la hipertrofia ventricular y
alteraciones glomerulares proliferativas (Coloccini, 2003, Levin, 1995).

La ET-1 se sintetiza tanto en condiciones basales como en respuesta a
estimulaciéon mecanica, quimica y humoral. Los factores capaces de regular
positivamente la expresion del gen de la endotelina son la All, las catecolaminas, los
factores de crecimiento como el TGF-, la hipoxia, la insulina, las LDL oxidadas, el
estrés mecanico y la trombina entre otros. Por otro lado hay factores capaces de regular
negativamente la expresion genica y por tanto, reducir la liberacion de ET. Estos son el
NO, la PGI,, la ET-3, la PGE; o el péptido natriurético auricular. (Kon y Badr,
1991,Levin, 1995).

La endotelina podria participar en la patogénesis de la hipertension o en su
mantenimiento debido al efecto vasoconstrictor y acciones antinatriuréticas y
proliferativas. En este sentido los antagonistas de receptores de endotelina han tenido
una buena respuesta en modelos animales con renina baja y con sensibilidad a la sal e

HTA severa (ratas DOCA, las ratas Dahl sensibles a la sal, las SHR-propensas al ictus,
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la rata hipertensa con infusiéon de AIl o la rata hipertensa alimentada con fructosa),
reduciendo la presion arterial, mejorando la funciéon endotelial y el remodelado
vascular. Sin embargo, en las SHR o SHR tratadas L-NAME, no se observd ninguna

mejoria con antagonistas de los receptores ET a/s (Schiffrin, 1999).

TROMBOXANO A, (TXA;)

El tromboxano es el resultado de la transformacion del derivado del acido araquidonico,
la PGH,, por la enzima tromboxano sintasa (TXS). El TXA, fue descubierto a mediados
de los 80, en experimentos realizados en anillos de aorta incubados con inhibidores de
la COX, donde la vasoconstriccion dependiente de endotelio que era inducida por
aumentos de la presion transmural se bloqueaba, sugiriendo la presencia de un
metabolito del acido araquidonico (Luscher y Vanhoutte, 1986). La contraccién
dependiente de endotelio en anillos adrticos producida por la Ach en presencia de
inhibidores de la NOS como el LNAME, también se bloquea con inhibidores de la COX
asi como con antagonistas de los receptores de TXA,/PGH, (Kung y Luscher, 1995).
Por tanto, el TXA, (Altiere et al., 1986) y la PGH, (Kato et al., 1990) parecen ser los
candidatos que lideran la vasoconstriccion dependiente de endotelio.

El TXA,, como los otros prostanoides, ejerce sus acciones a través de su
receptor especifico denominado TP. El receptor TP es un receptor acoplado proteina G
con 7 dominios transmembrana. Actualmente se conocen dos isoformas denominadas o
y B del receptor de TXA, que varian Unicamente en el extremo carboxi-terminal
localizado en el interior de la célula. El hecho de que existan estas isoformas explica las
multiples vias de transducciéon de sefiales activadas por este receptor a través de
distintas isoformas de proteinas G pequefias. Asi, aunque ambos receptores activan la
PLC, el TPa activa la AC y por tanto aumenta los niveles de AMPc mientras que el
TPB ejerce un efecto contrario, lo que va a generar respuestas divergentes a la accion
del TXA,, como la activacion de la agregacion plaquetaria o el cambio morfologico de
las plaquetas (Narumiya et al., 1999).

La liberacion del TXA, y otras prostaglandinas vasoconstrictoras puede ser
estimulada por distintos agentes vasoconstrictores como la propia ET, la serotonina, la
NA y la AIl (Manabe et al., 1989, Taddei y Vanhoutte, 1993), asi como por agentes

vasodilatadores (Ach), sustancias como la nicotina y el iondéforo A23187 y por acciones
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mecanicas sobre el mismo endotelio. En consecuencia, el TXA, podria mediar las

acciones vasculares de estos factores.

Isoprostanos (8-iso-PGF,,)

En la década de los noventa, se descubrieron unos compuestos denominados
isoprostanos, cuya estructura quimica era parecida a la de las prostaglandinas y que son
el producto de la peroxidacién no enzimdtica del acido araquidonico catalizada por
radicales libres. Lo mas relevante es que esta modificacion del 4cido araquidénico es
independiente de la ciclooxigenasa (Morrow et al.,, 1992). La mayor fuente de los
isoprostanos reside en la peroxidacion de los acidos grasos presentes en los fosfolipidos
de membrana. Ademas, la oxidacidon del acido araquidonico esterificado es mucho mas
rapida que en la forma sencilla. De todos los isoprostanos existentes, el de mayor
importancia es el 8-1s0-PGF,,, ya que produce importantes respuestas bioldgicas en
distintos tipos celulares como endotelio, plaquetas, CMLV, epitelio y células
inflamatorias entre otras. En el endotelio, el 8-iso-PGF,, induce la sintesis de ADN y la
proliferacion celular, la expresion del ARNm y de la proteina de la ET-1, la sintesis de
TXA,, la formacién de IP; y el aumento de calcio intracelular. En las CMLV los
isoprostanos producen vasoconstriccion siendo el  8-iso-PGF;, el de mayor efecto
contractil. Los isoprostanos, y en particular el 8-iso-PGF;, se generan de manera
moderada en personas fumadores, alérgicas, asmaticas y en general en aquellos que
desarrollan algun tipo de alteracion respiratoria. Asi mismo, se ha demostrado que en
numerosas patologias cardiovasculares (renales, cerebrales, miocéardicas, la enfermedad
coronaria, el ictus isquémico agudo, la hipercolesterolemia, la aterosclerosis y la
preeclampsia) existen niveles elevados de isoprostanos. Los niveles de isoprostanos
también estan elevados en la hipertension pulmonar y durante la exposicion a agentes
como la All, los mediadores inflamatorios y factores de crecimiento. Finalmente, el 8-
150-PGF,, se utiliza como marcador de dafno oxidativo y peroxidacion lipidica en
distintas patologias como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis multiple, la

diabetes mellitus y alteraciones hepaticas (Janssen, 2001, Reilly et al., 1998).
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2.3. RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

2.3.1. DEFINICION DE RADICAL LIBRE

Los 4tomos estan formados por un nucleo y electrones (e). El nlcleo esta
compuesto por neutrones y protones, mientras que los electrones se localizan en
orbitales atomicos. Generalmente, cuando una molécula se genera a partir de la union de
los atomos, los orbitales moleculares se organizan y cada uno de ellos se ocupa por una
pareja de electrones con diferente spin empezando siempre por los que tienen un menor
nivel energético molecular. Si uno a mas electrones se encuentran desapareados en los
orbitales moleculares mas externos, la molécula se denomina radical. Normalmente los
radicales son especies quimicamente muy reactivas, debido a que su electron libre
tiende a aparearse con otro electron para estabilizarse, alterando la estructura y funcion
de la molécula. Sin embargo, los radicales libres presentan una vida media
extremadamente corta, entre 10° y 10”7 segundos. La presencia de electrones
desapareados hace a estas moléculas altamente reactivas, ya que tienden a interaccionar
con otras moléculas proximas para aparear dichos electrones y estabilizarse (Matsuo y
Kaneko, 2000). A pesar su reducida vida media, estas reacciones se producen
frecuentemente en cadena, lo que supone una amplificacion del dafo.

Los radicales libres estdin implicados en la fisiopatologia de diversas
enfermedades y procesos patologicos, como la aterosclerosis, la hipertension (Li y
Shah, 2004, Taniyama y Griendling, 2003, Valgimigli et al., 2003) o las enfermedades
neurodegenerativas (Reiter, 1998). Los radicales libres tienen otras funciones
fisiologicas ademas de su papel como agentes daiiinos, siendo efectores de la respuesta
inflamatoria (accidén bactericida, neutréfilos, macréfagos y linfocitos) o mensajeros

quimicos.
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2.3.2. TIPOS DE RADICALES LIBRES Y ERO

Los radicales libres provienen en su gran mayoria del oxigeno, tomando la
denominacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO). El oxigeno es una molécula
paramagnética, es decir, que tiene dos electrones (e’) desapareados en los orbitales
moleculares mas externos. Sin embargo, en lugar de formar enlaces 6—m, la molécula se
reorienta para formar enlaces z-y consiguiendo la configuracion de menor energia. De
esta manera, se consigue la formacion de dos enlaces de tres ¢ cada uno, dos ¢ de un
atomo y un solo ¢ del otro atomo de oxigeno segun describi6 Linus Pauling para
explicar su configuracion electronica. La molécula de Oxigeno, por tanto puede ser
considerado como un birradical. Sin embargo, es bastante estable quimicamente pero
puede ser reducido por 4 transferencias sucesivas de un ¢ denominandose a este proceso

reduccion univalente del oxigeno (Figura 3) (Cascales, 1999).

¢ - ¢ (> c
0, —» 0, —» H,0, —» OH — H,0

T.Q’:(’i-T .0:0¢ H: 0 :0°H “O:H H:OH
Oxigeno Ani6n Peroxido de Radical Agua
Molecular Super6xido Hidr6geno Hidroxilo

Figura 3. Reduccion Univalente del Oxigeno. Formacion de las principales ERO.

Esta reaccion se da en la mitocondria mientras que en otros organulos
subcelulares como el reticulo endoplasmatico, los peroxisomas y enzimas citosélicas se

produce la reduccion parcial del Oxigeno.

A continuacion se describen brevemente las principales especies reactivas de

oxigeno que se encuentran en los sistemas bioldgicos (Tabla 4).
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ESPECIES

REACTIVAS FORMULA FORMACION
Radicales libres
Radical superéxido 0y Reduccion de un electron del oxigeno
molecular en estado basal
Radical hidroperoxilo HOO Protonacion del radical superoxido

Reduccion de un electron del perdxido de
Radical hidroxilo ‘OH hidrogeno y reducciéon de 3 electrones del
oxigeno molecular en estado basal

Oxido nitrico o

(. .. NO Reduccion de un electrén del nitrito
monoxido de nitrogeno
Radical alcoxilo RO Reduccion de un electron del hidroperoxido
Radical peroxilo ROO Oxidacion de un electron del hidroperoxido

Especies no radicales

Excitacion del oxigeno molecular en estado

, . 1
Oxigeno singlete 0, basal
Reducciéon de 2 electrones del oxigeno
Peroxido de hidrogeno H,0, molecular en estado basal, seguida de
protonacion del i6n peroxido
Peroxinitrito ONOO" | Reaccion del NO con Oy
. .y . Iy 1
Hidroperéxido ROOH Autoox1da019n y oxigenacion con O, de
compuestos insaturados
Acido hipocloroso HCIO Hidrdlisis del cloro molecular
Oxidacion del oxigeno molecular en estado
Ozono 0; basal con oxigeno atémico formado por

fotolisis del oxigeno molecular en estado
basal

Tabla 4. Principales Especies Reactivas de Oxigeno en los sistemas biologicos.

Anion Superéxido (O;). El anidon superoxido (‘O;) se genera cuando el oxigeno
molecular acepta un e". Las cadenas de transporte de electrones de la mitocondria y del
reticulo endoplasmdtico son su principal fuente. También se produce durante la
actividad fagocitica y bactericida de neutréfilos, macrofagos y linfocitos, generado por
la actividad del complejo NAD(P)H oxidasa. Otros enzimas que generan ‘O, son la
xantina oxidasa, aldehido oxidasa, indolamina dioxigenasa, citocromo p450,
lipooxigenasa y prostaglandina sintetasa (Matsuo y Kaneko, 2000, Reiter, 1998).

Si se compara con otras ERO, el 'O, tiene una reactividad muy baja en

disolucion acuosa. Sin embargo, en los sistemas bioldgicos es extremadamente dafiino
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porque se convierte facilmente en auténticas especies reactivas de oxigeno. El radical
‘0O, se convierte en peroxido de hidrégeno y oxigeno a través de una reaccion de
dismutacion, que puede estar o no catalizada enzimaticamente por el enzima superdxido

dismutasa (SOD):
20,+2H" — 3 H0, + O

La generacion de ERO en el endotelio juega un papel importante en la fisiologia
y patogénesis de muchas enfermedades cardiovasculares. En particular, el ‘O, es capaz
de inactivar rapidamente al 6xido nitrico (NO) que es el factor relajante derivado de
endotelio mas importante, lo que genera disfuncion endotelial que serda descrita de
manera mas amplia en el siguiente apartado. Por otro lado, ademas del dafio oxidativo,
el ‘O, participa de manera activa en la alteracion de la transcripcidon génica y proteica
asi como las actividades enzimadticas (Li y Shah, 2004). Recientemente se ha descrito la
capacidad del 'O, para inducir dafio tisular a través de sus acciones proinflamatorias,
como dafio endotelial y aumento de la permeabilidad capilar, estimulacion de la
produccion de agentes quimiotacticos, reclutamiento de neutrofilos, destruccion
autocatalitica de neurotrasmisores y hormonas, etc. (Salvemini et al., 2003). Con todos
estos antecedentes no es de extraiar que se proponga el aumento en la produccion
vascular de radicales libres de oxigeno, en especial los aniones superoxido, como otro
mecanismo principal que contribuye a la disfuncidon endotelial hipertensiva provocada

por la inactivacion del NO (Munzel et al., 1997, Nakazono et al., 1991).

Peroxido de Hidrégeno (H»0,). El H,O, no se considera un radical puesto que no
presenta e desapareados. Es relativamente estable, poco reactivo y puede actuar como
un oxidante o reductor débil. Tiene una vida media mayor que otras ERO y puede
atravesar membranas biologicas facilmente, lo cual le permite desplazarse y producir
dafio a gran distancia de donde se genera, y lo que es mas importante, su interaccion con
cationes metalicos, como Fe'? y Cu2+, genera el radical mas destructor, el radical
hidroxilo. Por otro lado, el H,O, puede inactivar algunos enzimas, por oxidacioén de
grupos tiolicos esenciales, como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Asi, la
exposicion de las células a grandes cantidades de H,O, pueden producir deplecion de
ATP por inhibicidn de la glicolisis (Matsuo y Kaneko, 2000, Reiter, 1998).

La fuente principal de produccion de H,O, en los sistemas bioldgicos es la

dismutacion del radical el ‘O,. Esta reaccion esta catalizada por la Superdxido
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Dismutasa y se suele dar en microsomas, mitocondrias y células fagociticas. También
hay enzimas que producen H,O, directamente, como la monoamino oxidasa, galactosa

oxidasa, citocromo P450, etc.

Radical Hidroxilo (OH). El radical hidroxilo tiene un potencial de oxidacion muy alto
lo que le confiere una gran reactividad. Es la ERO mas reactiva y dafiina. Tiene una
vida media de 107 s, por lo que reacciona practicamente con cualquier biomolécula que
se encuentre en su entorno. La reaccién del "OH con otras biomoléculas genera otros
radicales con una reactividad menor pero con una gran capacidad para difundir lejos del
lugar de su formacion y provocar reacciones en cadena, como sucede en la peroxidacion
lipidica (Matsuo y Kaneko, 2000, Reiter, 1998).

En los sistemas bioldgicos, el ‘OH se genera principalmente en la reaccion de
Fenton, por la que el H,O, reacciona con iones reducidos de metales de transicion,
generalmente Fe™ y Cu’, presentes como parte de los grupos prostéticos de multiples
enzimas y proteinas.

H,0, + Fe? ———— 'OH + OH + Fe”

El "OH puede generarse también en la reaccion de Haber-Weiss, a partir de ‘O

y H,O,. En esta reaccion, la participacion del Fe™/Fe™ actuaria como catalizador,

acelerando la reaccion.
H,0, + O —» OH + OH + O,
Otra fuente de radicales ‘OH es la lisis del agua o del H,O, por acciéon de las

radiaciones ionizantes.

Oxigeno Singlete ('0,). Se trata de una forma excitada de oxigeno que tiene los dos ¢
apareados en el orbital molecular més externo, lo que le confiere una configuracion
energética mayor que el oxigeno molecular. Por tanto, no es un radical libre, pero si que
es una ERO, ya que puede reaccionar con la mayor parte de las biomoléculas,
especialmente lipidos insaturados. Por lo tanto, esta implicado en la peroxidacion
lipidica. El oxigeno singlete se genera por excitacion luminosa del oxigeno pero
siempre en compaiiia de pigmentos que hacen la funcién de sensibilizadores. También
puede ser generado por la reaccion del H,O; con el anioén hipoclorito (C1O") generado
por la mieloperoxidasa durante la fagocitosis. Por tanto, podria jugar un papel

bactericida en la respuesta inflamatoria (Matsuo y Kaneko, 2000, Reiter, 1998).
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Radical Peroxilo (ROO). Se forma a partir de hidroperdxidos orgénicos (ROOH) por
pérdida de hidrégeno. Los hidroperoxidos se forman por accion del ‘OH o del 'O, sobre
compuestos poliinsaturados, como por ejemplo la peroxidacion lipidica (Matsuo y

Kaneko, 2000, Reiter, 1998).

Oxido Nitrico (NO) y Anién Peroxinitrito (ONOO"). El NO es una molécula con
multiples funciones que participa de manera activa en la regulacion de la funcidén
vascular, en la sefializacion celular, y en la respuesta inflamatoria (ver pagina 13). Sin
embargo, en cantidades excesivas es un potente toxico. El NO tiene un e desapareado, y
es un radical relativamente estable, por lo que no reacciona rapidamente con la mayoria
de las biomoléculas. En cambio, interacciona facilmente con metales de transicion y
otros radicales, incluido el oxigeno, radicales peroxilo y el ‘OH. La interaccioén con éstos
dos ultimos radicales juega un papel fundamental en el efecto dafiino del NO (Matsuo y
Kaneko, 2000, Reiter, 1998).

El peroxinitrito (ONOQO") se forma al interaccionar el NO con el 'Oy vy
posteriormente se genera acido peroxinitroso (ONOOH) que posteriormente se
descompone en el radical hidroxilo (OH) y el radical nitrito (NO;), respectivamente,
radicales altamente reactivos y participan en la peroxidacion lipidica y en la nitraciéon de
ciertos aminoacidos que forman proteinas (Rubanyi, 1988). EI NO puede ser inactivado
por el grupo hemo de proteinas como la hemoglobina; ésta actia como un secuestrador
del NO intravascular, siendo ésta su principal ruta catabolica, la cual determina la

formacion de nitratos y nitritos presentes en la sangre (Murad y Webb, 1999).

2.3.3. FUENTES DE RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS

Cadena de trasporte electronico mitocondrial. Es la productora principal de ERO y
estd constituida por una serie de enzimas cuyas actividades se acoplan para oxidar los
sustratos metabolicos generando ATP en un proceso conocido como fosforilacion
oxidativa. El aceptor final de electrones es el oxigeno, que es reducido a agua durante el
proceso. Alrededor de un 2% del oxigeno empleado por la mitocondria no es reducido

completamente, y se escapa del sistema en forma de "O," y H,O,.
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Xantina oxidasa (XO). Es una enzima citosolica que genera ‘O,  y H,O, durante la
oxidacion de hipoxantina a xantina producida durante el metabolismo de la purinas. En
condiciones normales, este enzima se presenta como una deshidrogenasa, la xantina
deshidrogenasa, pero en situaciones de hipoxia, el enzima sufre una conversion a
xantina oxidasa, que emplea oxigeno molecular como aceptor de electrones, con la

consiguiente produccion de xantina, ‘O, y H,O; (Andrade, 2000).

NAD(P)H Oxidasa. Es una enzima descubierta inicialmente en células fagociticas
(neutrodfilos, eosindfilos y monolitos/macréfagos) que cataliza la reaccion de
transferencia de un e desde el cofactor NADPH hasta el oxigeno para generar ‘O,
durante el proceso de defensa activa del organismo frente a la infeccion por bacterias y
hongos, proceso denominado explosion respiratorio. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha descubierto que esta enzima también estd presente en diversos tipos celulares
como el endotelio, las plaquetas, las CMLV los fibroblastos, los cardiomiocitos, las
células mesangiales y el cuerpo carotideo (Jones et al., 1996, Meier et al., 1991,Seno et
al., 2001), siendo considerada actualmente la principal fuente de O,” en el sistema

cardiovascular.

Las NADPH oxidasas vasculares no estan totalmente caracterizadas. Se conoce
que pueden tomar como sustrato tanto el NADH como el NADPH, a diferencia de la
fagocitica que solo utiliza el cofactor fosforilado (Mohazzab and Wolin, 1994). Se
encuentra activada de forma constitutiva, al contrario que la fagocitica que se activa al
desencadenarse la explosion respiratoria. La variedad fagocitica al igual que la oxidasa
de las células endoteliales generan el "O, hacia el exterior mientras que la de las CMLV
lo genera intracelularmente. La NADPH oxidasa presente en las células endoteliales
(Figura 4) esta formada por distintas subunidades como p22phox, gp91phox, p67phox y
p47phox (Griendling et al., 2000).
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Endotelio

Figura 4. Estructura de la NADPH Oxidasa vascular. Noétese las distintas subunidades dependiendo del
tipo celular, ya que en CMLYV estan presentes la gp91phox y sus homoélogos el NOX1, NOX4 y NOXS.
En el endotelio estan presentes la gp91phox, NOX1 o NOX4.

En CMLYV, la estructura es basicamente similar a la de las células endoteliales, a
diferencia de las multiples isoformas funcionales de la glicoproteina gp91phox tales
como la NOX1, NOX 3, NOX4 y NOXS. Estas isoformas presentan una homologia de
secuencia entre el 45-56% respecto de gp91phox o NOX2 (Cheng et al., 2001).

En concreto, la subunidad p22phox es importante ya que sin su participacion la
actividad de la NADPH oxidasa se ve anulada 56 (Ushio-Fukai et al., 1996). La funcién
principal es el establecimiento de uniones entre la gp91lphox y las subunidades
citosolicas p47phox y p67phox (Dahan et al., 2002). Esta subunidad de expresa a bajos
niveles en vasos normales pero en condiciones fisiopatologicas como la hipertension o
arteriosclerosis, se produce un aumento de expresion inducido por factores tanto
hemodinamicos como humorales. Por ejemplo, se ha demostrado que la tension ciclica
es capaz de aumentar la expresion de la p22phox (Fukui et al., 1997,Matsushita et al.,
2001). Respecto a los factores humorales hay diversas sustancias vasoactivas implicadas
en el aumento de la expresion de esta subunidad como la Angiotensina II (Cediel et al.,
2003,Fukui et al., 1997), la Aldosterona (Sanz-Rosa et al., 2005b), algunas citoquinas
como el TNF-a y el INF-y (Dusi et al., 2001,Pagano et al., 1998) al igual que otros
metabolitos como la glucosa y glutamina (Cosentino et al., 2003,Pithon-Curi et al.,
2002). Por otro lado, tanto la dexametasona (Marumo et al., 1998) como los

activadores/ligandos de los receptores activados de los proliferadores de los
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peroxisomas PPAR-alfa y gamma respectivamente, tienen la capacidad de reducir su

expresion (Inoue et al., 2001).

2.3.4. MECANISMOS DE DEFENSA FRENTE A LAS ERO

Las células del organismo estdn constantemente expuestas a las especies
reactivas que inducen una serie de dafios en las distintas macromoléculas. El organismo
ha desarrollado una bateria de mecanismos de defensa, generalmente conocidos como
antioxidantes, para protegerse de la accion de dichos radicales. Estos antioxidantes
actuan evitando la formacién de radicales, neutralizdndolos o facilitando la reparacion
del dafio inducido. Estos antioxidantes se dividen cldsicamente en dos subgrupos:

enzimaticos y no enzimaticos.

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Aunque dentro de este apartado podriamos incluir otros elementos, como los
enzimas de reparacion del dafo oxidativo a DNA, proteinas y lipidos (nucleasa,
proteasa, fosfolipasa, etc.), nos centraremos en aquellos que actian directamente sobre

las especies reactivas generadas (Ji and Hollander, 2000).

Superdxido Dismutasa (SOD). Existen tres tipos de SOD, en funcion del i6n metalico
acoplado al sitio catalitico. La SOD que contiene cobre y zinc (CuZn-SOD) se
encuentra en el citosol de las células eucariotas, mientras que la SOD que contiene
manganeso (Mn-SOD) se localiza en la matriz mitocondrial. En mamiferos, la mayor
actividad SOD se encuentra en el higado, seguida de rifién, cerebro, adrenal y corazon.
La SOD constituye la primera linea de defensa enzimatica frente a la produccion de

radicales intracelulares (Figura 5).

Glutation Peroxidasa (GPx). La GPx cataliza la reduccion del H,O, y los
hidroperéxidos organicos a H,O y alcohol, respectivamente, usando glutation reducido
(GSH) como donante de electrones. La GPx es un homotetramero presente en el citosol
y la matriz mitocondrial de las células. Su actividad es alta en el higado y los eritrocitos

y moderada en cerebro, rifion y corazén. La expresion de su gen estd regulada por
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factores como la tension de oxigeno, la tasa metabdlica, el crecimiento, y las toxinas y
xenobidticos.

La reduccion del glutation oxidado (GSSG) generado en estas reacciones esta
catalizada por el enzima glutation reductasa (GRed), que emplea el NADPH como
agente reductor. Esta reaccion sucede simultdneamente a la catalizada por la GPx, lo
que da lugar a un ciclo de oxidacidon-reduccion para la regeneracion de GSH a partir de
GSSG. El NAPDH es generado por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y

otros enzimas (Figura 5).

Catalasa (CAT).Este enzima cataliza la descomposicion de H,O, a H,O. Se localiza
principalmente en los peroxisomas, y su distribucion tisular es similar a la de SOD

(Figura 5).

ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS (Ji y Hollander, 2000).

Glutation (GSH). El GSH es un tripéptido tiolico presente en la mayoria de las células
de animales y plantas. Estd constituido por tres aminoacidos: glutdmico, cisteina y
glicina. El grupo tiol de la cisteina le confiere capacidad para intervenir en reacciones
redox. Es uno de los antioxidantes mas abundante de la célula, reaccionando
directamente con los radicales libres, o bien por medio de la GPx (Figura 5). También
parece intervenir en la reduccion de diversos antioxidantes celulares, como la vitamina
E. Con la excepcion del cristalino, la mayor concentracion se encuentra en el higado (5-
7 nM). El higado es el 6rgano mas importante que participa en la regulacion del
metabolismo redox sistémico, debido a una serie de enzimas claves que participan en el
aclaracion de las especies reactivas de oxigeno y en la produccion del agente sistémico
antioxidante mas importante como es el GSH ya que proporciona aproximadamente el
90% del GSH circulante en condiciones fisiologicas (Halliwell y Guteridge, 1995,
Kaplowitz et al., 1985, Yu, 1994). Las células hepaticas parenquimatosas, a parte de
proporcionar GSH para sus necesidades especificas, exporta GSH donde se utiliza como
una fuente sistémica de capacidad tiol-reductora (Kidd, 1997). De esta manera parece
que la defensa antioxidante hepatica contribuye al estado redox sistémico (Carbonell et
al., 2000,Suzuki et al., 2000), y por consiguiente podria afectartanto a la disponibilidad

de NO asi como a la funcion endotelial.
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Otros 6rganos que contienen altas concentraciones de GSH son el pulmon, rifion,

corazdn y globulos rojos.

o — HzOz NADP"
GPx GRed G6PD
HzOz - HzO GSSG NADPH

Figura 5. Enzimas antioxidantes y ciclo redox del glutation.

Vitamina E. Se trata de una familia de compuestos fendlicos altamente lipofilicos, por
lo que tienden a concentrarse en las membranas bioldgicas y lipoproteinas plasmaticas,
especialmente en la membrana mitocondrial interna, jugando un papel fundamental en
la proteccion frente a peroxidacion lipidica de las membranas celulares. Se encuentra en
higado, corazén, pulmoén y tejido adiposo, especialmente en el tejido adiposo pardo. El
organismo no puede sintetizar esta molécula, asi que su presencia en el organismo
depende exclusivamente de la ingesta. Las principales fuentes alimentarias de vitamina
E son los aceites vegetales (girasol, maiz, soja, algodén) y sus productos derivados, las

nueces, el germen de trigo y algunos vegetales de hojas verdes.

Vitamina C. A diferencia de la vitamina E, la vitamina C o acido ascorbico es una
molécula hidrosoluble presente en el citoplasma de las células y en el fluido
extracelular. Aunque puede interaccionar directamente con los radicales ‘O, y "OH,
parece que su principal funcidon es participar en el reciclaje de la vitamina E. En
determinadas condiciones, puede actuar como pro-oxidante in vitro. Al igual que la
vitamina E, no puede ser sintetizada por los humanos, por lo que ha de ser adquirida por
la ingesta de alimentos como las frutas (especialmente los citricos, las cerezas y el

meloén) y algunos vegetales (tomates, coliflor, col, brocoli).
Otros antioxidantes. Los carotenoides son colorantes naturales (tomate, zanahoria,

citricos, espinacas, maiz) capaces de neutralizar al 'O, y de inhibir la peroxidacion

lipidica. Los flavonoides son un grupo de antioxidantes polifendlicos presentes en
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frutas, verduras y bebidas (té, vino, cerveza), capaces de reaccionar con radicales

peroxilos, 'O,y "OH.

2.3.5. ACCIONES DE LAS ERO

FISIOLOGICAS

Los radicales libres parecen ejercer un cierto papel en algunos procesos
fisiologicos, como la regulacion génica, la replicacion celular, la diferenciacion y la
apoptosis, probablemente actuando como mensajeros secundarios en las vias de
transduccion de sefales (Troen, 2003). Entre las vias de senalizacion activadas por los
radicales y especies reactivas estdn la via de las MAPK, el NF-kB, la JNK, etc. Es bien
conocido que las especies reactivas son uno de los elementos implicados en la respuesta

a patogenos (por parte de los neutrofilos).

ACCIONES PATOLOGICAS. ESTRES OXIDATIVO

El llamado estrés oxidativo se produce como consecuencia de la alteracion del
equilibrio entre las especies oxidantes y los antioxidantes. Asi, se deberd a un exceso de
produccion de especies reactivas, a una deficiencia de agentes antioxidantes o a una
conjuncion de ambas circunstancias. El exceso de especies reactivas inducird una serie
de alteraciones en las distintas macromoléculas que alteraran tanto su estructura como

su funcion, afectando a la fisiologia y a la supervivencia de la célula respectivamente.

Daiio al ADN. Las especies reactivas, y especialmente el radical ‘OH, reaccionan con
los dobles enlaces de las bases puricas y pirimidinicas del ADN, generando derivados
como fromamidopirimidinas, 7-metilguanina, 3-metiladenina, O-6-metilguanina, 8-
nitroguanina y 8-OH-deoxiguanosina. Este ltimo, a pesar de participar en un 5% del
total de dafno oxidativo al ADN, tiene una alta capacidad mutagénica. Por eso, se utiliza
normalmente como marcador de dafio oxidativo al ADN (Hamilton et al., 2001b). Tal
dafio puede abarcar desde la alteracion puntual del ADN, eliminada por los sistemas de
reparacion o carente de repercusiones fisiologicas, hasta la induccion de apoptosis o de

un proceso neoplasico.
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El dafio inducido al ADN mitocondrial (mtADN) es muy importante ya que esta
expuesto a grandes cantidades de especies reactivas generadas durante la respiracion
mitocondrial y la mitocondria carece tanto de sistemas eficaces de reparacion de ADN
como de histonas. Ademas, las proteinas codificadas por el mtADN son vitales para el
mantenimiento de la funcién celular, ya que estan relacionadas, con la cadena

respiratoria mitocondrial y con la generacion de ATP (Shigenaga et al., 1994).

Daiio oxidativo a lipidos: Peroxidacién Lipidica.Se trata de un proceso por el cual los
lipidos, especialmente los dacidos grasos poliinsaturados (AGPI), son atacados por
radicales libres, originando una reaccion en cadena que se autopropaga hasta oxidar,
teoricamente, todos los 4cidos grasos del sistema afectado (membrana celular,
membrana mitocondrial, etc.).

Este proceso parece desarrollarse en tres fases: iniciacion, propagacion y
terminacion. La peroxidacion lipidica se inicia con la captacion de atomos de hidrogeno
de los AGPI (LH), los mas susceptibles a este proceso, por parte de radicales libres (R*®),
generalmente "OH, aunque también pueden iniciar este proceso el 'O,y el ONOO". Esta
captacion genera un radical alquilico centrado por un carbono (L*), el cual reacciona con
el O, y forma un radical peréxido (LOO®). Los iones metalicos pueden actuar como
facilitadores de esta fase de iniciacion. En la fase de propagacion, el radical LOO*
formado puede arrancar un atomo de hidrogeno de otro AGPI adyacente, generando un
lipoperdxido (LOOH o LPO) y otro L°, pudiéndose propagar asi la reaccion hasta que
todos los AGPI hayan sido oxidados. En la fase de terminacion dos radicales
interaccionan, formando una especie no radical, finalizando asi el proceso de
peroxidacion lipidica.

En este proceso se generan diversas moléculas caracteristicas, como
lipoperdxidos, hidroxinonenales, malonildialdehido, dienos conjugados y otros
subproductos, muchos de los cuales pueden ser cuantificados por diversos métodos y asi
utilizarse como marcadores de estrés oxidativo.

Los radicales libres reaccionan rapidamente con las membranas bioldgicas
(celular, mitocondrial, sistema microsomal, etc.) ricas en AGPI, generando productos
citotoxicos. Estos productos pueden afectar a macromoléculas vecinas y alteran las
caracteristicas fisico-quimicas de las membranas afectadas, como su estructura y su
fluidez, que son fundamentales para el mantenimiento de la movilidad lateral y para la

correcta funcionalidad de las proteinas integrales de membrana. Todas estas alteraciones
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son especialmente significativas en la mitocondria, cuya fisiologia depende de una

apropiada funcion de su membrana y proteinas integrales (Oh-ishi et al., 2000).

Oxidacion de proteinas. Los residuos de aminoécidos de las proteinas son susceptibles
de sufrir modificaciones inducidas por especies reactivas, originando grupos carbonilo,
hidroperéxidos y derivados nitrosilados (Drew y Leeuwenburgh, 2002, Radak y Goto,
2000). Estos procesos inducen alteraciones de la estructura y funcion de las proteinas, lo
que afectaria a la fisiologia celular. Las proteinas asi modificadas son degradadas por
proteasas, constituyendo este sistema de oxidacidon-proteolisis un mecanismo de
recambio proteico (Stadtman, 1992). Dentro de las proteinas afectadas por los procesos
de oxidacién y nitrosilacion, destacan las de la cadena respiratoria mitocondrial, que
estarian especialmente expuestas debido a la generacion de especies reactivas que tiene

lugar durante su propia funcion y por los derivados toxicos de la peroxidacion lipidica.

2.3.6. HIPERTENSION Y ESTRES OXIDATIVO

En los ultimos afios se ha demostrado que el estrés oxidativo participa de manera
decisiva en el desarrollo y mantenimiento de la hipertensiéon. Uno de los primeros
indicios de esta participacion resultd de los trabajos desarrollados en SHR. Nakazano et
al. estudiaron el papel del anioén superoxido y enzimas relacionadas como la SOD, en la
enfermedad vascular hipertensiva y observaron que el "O, participaba de manera activa
en la patogénesis de la hipertension en ratas (Nakazono et al., 1991a). Recientemente, y
como se ha comentado con anterioridad, la investigacion se ha centrado en la fuente de
produccion de "O; en el tejido vascular asi como la capacidad de modular la presion
arterial. En este sentido varios grupos de investigacion han mostrado que tanto el
endotelio como las CMLYV contienen oxidasas asociadas a membrana que utilizan como
sustrato NADH o NADPH para la transferencia electronica al oxigeno molecular. La
produccion de 'O, por la NADPH oxidasa de los neutréfilos es masiva cuando éstos
estan activados, mientras que la oxidasa vascular estd en una cantidad de 0.1 respecto de
la presente en fagocitos pero su produccion es constante. El superdxido generado por las
CMLV suele ser intracelular, y solamente una pequefia cantidad se libera al exterior
como ocurre en los fagocitos. Tanto la Angiotensina II como algunas citoquinas son

capaces de regular la NADPH oxidasa vascular. Asi, cultivos de CMLV incubadas con
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AlI presentan un aumento en la produccion de anion superoxido y H,O,. Este aumento
en la liberacion de ‘O, parece ser esencial en la hipertrofia de las CMLV inducida por
Al La produccién exagerada de superdxido por el musculo liso vascular provocado por
All se asocia con una reducciéon en la relajacion vascular endotelio dependiente.
Estudios en ratas con hipertension inducida por AIl e inyectadas con liposomas que
contienen SOD presentan una reduccion de unos 60 mm de Hg en la PAS. Estos datos
indican que la angiotensina elevada, en algunas condiciones de hipertension, aumenta la
produccion de superdxido vascular. En estos estudios, la progresion de la expresion de
p22phox, y el establecimiento de la hipertension, corren en paralelo durante la infusion
cronica de All (Harrison et al., 1999).

Es importante destacar que las ERO y en particular el anidén superdxido pueden
tener efectos sobre la funcidon vascular independientes del NO. Asi, los niveles
intracelulares de Ca®" en el mésculo liso vascular podrian estar elevados por EROs que
interactuan con la recaptacion de calcio por parte del reticulo sarcoplasmico. Ademas, y
como se ha mencionado anteriormente, las ERO pueden reaccionar con los acidos
grasos de la membrana plasmatica y asi producir prostanoides que pueden detectarse en
la sangre de aquellos individuos que tienen un estrés oxidativo elevado como por
ejemplo individuos hipercolesterolémicos, diabéticos y fumadores. Estos prostanoides
actuarian sobre los receptores de prostaglandina H, / Tromboxano, lo que incrementaria

la vasoconstriccion.

2.4. FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento son moléculas peptidicas que actian de manera
local, aisladamente o en combinacion, para promover la sintesis de proteinas y el
crecimiento celular a través de la interaccion de receptores especificos de membrana
citoplasmatica y la consiguiente activacion de protooncogenes (Scottburden and
Vanhoutte, 1993). Entre los diversos factores de crecimiento cabe mencionar el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento para
fibroblastos basico (FGFD), el factor-1 de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), el
factor de necrosis tumoral o (TNF-a), el factor de crecimiento transformante § (TGF-f3)
y el factor de crecimiento conectivo tisular (CTGF). Todos estos factores pueden

inducir la proliferacion de células del musculo liso vascular y generalmente no se
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expresan en condiciones normales.

FGF. Los factores de crecimiento fibroblastico mejor caracterizados, distribuidos en las
fibras musculares lisas arteriolares, células endoteliales, fibroblastos y miocardiocitos
son el FGFa y el FGFb, que son los unicos que se expresan en tejidos adultos y se
liberan en respuesta al dafio celular. Estimulan la formacion de neointima muscular y
previenen la apoptosis en las células musculares lisas. Sin embargo, durante las fases
mas avanzadas de la aterosclerosis, la placa fibrosa comienza a vascularizarse debido a
factores de crecimiento como el FGFb y otras moléculas que promueven la
angiogénesis. Este proceso puede tener un papel clave en la estructura de la placa como
consecuencia de las diferentes alteraciones que pueda sufrir, tales como la ulceracion,
fisura o rotura, seguida por hemorragia y por la formacion del trombo, el cual origina

una estenosis significativa en el vaso.

TGF-B. Otro de los factores de crecimiento sintetizado por el endotelio es el TGF-f3,
que participa en los procesos de angiogénesis asi como en los procesos inflamatorios y
de reparacion cardiovascular tras lesiones isquémicas. Su origen no es exclusivamente
endotelial sino que también es sintetizado por las plaquetas y los cardiomiocitos
(Waltenberger, 1997). Normalmente esta en forma latente y la presencia de
determinadas enzimas como la plasmina o condiciones 4cidas estimula su liberacién en
la forma activa, promoviendo la sintesis de fibronectina, coldgeno, glicosaminoglicanos

y proteoglicanos.

CTGF. Recientemente, se ha descrito un nuevo mediador profibrotico denominado
factor de crecimiento conectivo tisular (CTGF), que juega un papel importante en el
desarrollo y progresion de la arteriosclerosis. E1 CTGF, también denominado CCN2, es
una proteina rica en cisteinas que posee un péptido sefial en el extremo N-terminal lo
que indica que es una proteina que se secreta. El CTGF se produce en multitud de
organos como el corazon, cerebro, placenta, higado, pulmén, musculo, endotelio, rifidon
y pancreas siendo mas abundante en el rifion (Oemar y Luscher, 1997). Las funciones
fisiologicas del CTGF son la proliferacion y diferenciacion celular, la adhesion celular,
la angiogénesis y la sintesis de proteinas de matriz extracelular como la fibronectina y
diferentes tipos de colagenos. El TGF- es su principal inductor, pero también se ha

visto que otros factores como el estrés mecénico, la angiotensina II, la glucosa y el
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factor Vlla estimulan la expresion de CTGF en CMLV. Sin embargo el PDGF, el EGF
o el FGFDb no inducen su expresion. Los factores que inhiben la sintesis de CTGF son el
TNF-a, el AMPc y el NO, entre otros. Esto explica el hecho de que exista una
sobreexpresion de CTGF en placas de ateroma humanas, en zonas fibroticas de
pacientes infartados, en el rifion de pacientes diabéticos asi como en la aorta de ratas
tratadas con Al En las lesiones ateroscleréticas, el CTGF podria mediar algunos de los
efectos del TGF-B como la estimulacion de la produccion de proteinas de la matriz
extracelular. De hecho, las CMLV que expresan CTGF se localizan principalmente en
zonas donde se acumula la matriz extracelular y especialmente a lo largo del hombro de
la capa fibrosa (Ruperez et al., 2003). El mecanismo a través del cual el TGF-3 induce
la expresion de CTGF consiste en una red compleja de interacciones transcripcionales,
donde participan por un lado las proteinas Smad, la proteina quinasa C, y el complejo
Rho-Ras / Proteinquinasa mitégena activada (MEK) / quinasa de sefializacion celular
regulada (ERK), y por otro la cascada de sefales formada por las proteinas tirosin
kinasas denominadas janus kinasa JNK y las MAPK (Leask et al., 2003). Sin embargo,
se ha sugerido que el CTGF podria regular alguna accion profibrotica de los
glucocorticoides que seria independiente del TGF-f, ya que la dexametasona activa la
sintesis de CTGF mientras inhibe la de TGF-B (Yokoi et al., 2002). La expresion del
CTGF en arterias de individuos sanos suele ser baja, sin embargo, se sobreexpresa en
arterias con lesion aterosclerdtica localizandose en las CMLV de la intima y en areas
con acumulacion de matriz extracelular y fibrosis (Oemar and Luscher, 1997).
Recientemente se ha observado que en pacientes con diabetes tipo 1 y nefropatia, los
niveles de CTGF plasmaticos estaban aumentados. La diabetes va acompafiada de
ciertas compliaciones como la enfermedad cardiovascular, la nefropatia, la neuropatia o
retinopatia donde los factores de crecimiento como el CTGF tienen un papel importante
en su desarrollo (Roestenberg et al., 2004). Asimismo, la hipertension lleva asociada
una serie de cambios estructurales en las arterias, entre los que destacan la hipertrofia de
las CMLYV, la acumulacion de colageno y fibronectina y la destruccion de las fibras
elasticas entre otros. Aunque se conoce poco acerca del impacto que tiene la
hipertension sobre este factor de crecimiento, podria existir una asociacion entre los
cambios estructurales y las funciones del CTGF. En estudios in vitro se ha observado
que la AIl aumenta tanto la expresion génica como la produccion del CTGF en CMLV.

Ademas esta sobreexpresion inducida por All es independiente del efecto de la presion
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arterial. Se han descrito también otros mecanismos a través de los cuales puede actuar el
CTGF. Asi, otros autores han descrito que los antioxidantes bloquean la produccién de
CTGF, lo que sugiere que las especies reactivas de oxigeno aumentarian su expresion
(Ruperez et al., 2003). En otro estudio, el tratamiento con estatinas reduce la expresion
de CTGF debido a que la inhibicién de las proteinas Rho isopreniladas interfiere con la
induccién del CTGF por parte del TGF-3. Asimismo, las as glitazonas (agonistas de los
receptores activados del proliferador de peroxisomas, PPAR gamma) también redujeron
la expresion de CTGF pero a través de las proteinas Smad3 (Fu et al., 2001,Heusinger-

Ribeiro et al., 2001).

PDGF y VEGF. El PDGF es un fuerte mitdgeno de las células del musculo liso
vascular y fibroblastos, que puede mediar la actividad proliferativa en la aterogénesis y
la restenosis. El PDGF participa en la formacion de la neointima durante el dafo
endotelial de los grandes vasos directa o indirectamente, ya que regula el FGFb y el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). El VEFG promueve la
neovascularizacion y estimula el crecimiento de endotelio tras angioplastia. Los factores
de crecimiento similares a la insulina, con acciones parecidas a las de la hormona;
ademas, aumentan la proliferacion de las células musculares vecinas. EIl CTGF compite
por el receptor del PDGF en fibroblastos inhibiendo su funcién proliferativa a través de

un mecanismo parecido a la apoptosis.

2.5. AGREGACION PLAQUETARIA, COAGULACION Y FIBRINOLISIS

En condiciones normales las células endoteliales mantienen un estado
antiagregante y antitrombotico que permite la fluidez sanguinea al liberar factores
anticoagulantes y fibrinoliticos como la antitrombina, la trombomodulina, la proteina S
y el t-PA que favorece la accion fibrinolitica de la plasmina (Pearson, 1999). Sin
embargo, en situaciones de dafio endotelial se produce un aumento de la actividad
procoagulante consecuencia fundamentalmente, de la interaccion del factor tisular y el
factor VIla que favorece finalmente la produccion de trombina (Holvoet and Collen,
1997). Se ha observado que la expresion del factor tisular aumenta en las lesiones
ateroscleroticas humanas (Fei et al., 1993). Este aumento de la actividad es mediado por
las LDL oxidadas no sélo en las células endoteliales sino también en los macrofagos.

Asimismo, las LDL oxidadas aumentan la agregacién plaquetaria promoviendo la
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liberacion de TXA, que ejerce su efecto vasoconstrictor sobre el musculo liso y
favorece la tendencia a la formacion del trombo. Estas lipoproteinas, también aumentan
la actividad coagulante del endotelio al reducir el inhibidor del factor tisular (Sato et al.,
1998) y al prevenir también la inhibicion de la trombina reduciendo la activacion de la
proteina C (Holvoet and Collen, 1997).

Los eventos vasculares agudos suelen aparecer como consecuencia de un
proceso aterosclerdtico donde las LDL favorecen un aumento de la coagulacion y de
alteraciones de la fibrinolisis (Dart and Chin-Dusting, 1999,Holvoet and Collen, 1997).
El balance que en condiciones normales se produce entre el t-PA y el PAI-1 es alterado
por los lipidos plasmaticos, especialmente por las VLDL que van a aumentar la
expresion del ARN mensajero del PAI-1 (Badiméon y Martinez-Gonzalez, 2001,
Holvoet y Collen, 1997). Asimismo, la hipercolesterolemia va asociada a una
disminucién de los niveles de t-PA como hemos observado en conejos alimentados con

una dieta enriquecida con 1% de colesterol (Oubina et al., 2002).

2.6. DISFUNCION ENDOTELIAL

En condiciones normales, las células endoteliales modulan la funcién vascular
regulando el tono vasomotor, controlando el intercambio entre los compartimentos extra
e intravascular, inhibiendo la activacion y la agregacion plaquetaria, la trombogeneidad
de la sangre, la adhesién de leucocitos a las células endoteliales y la proliferacion y
crecimiento de las células del musculo liso (Gibbons, 1997b,Haller et al., 1997 Jaffe,
1996). Para que el endotelio pueda ejercer todas estas funciones es necesario la
integridad anatomica y funcional del mismo. Los llamados factores de riesgo
cardiovascular como la hipercolesterolemia, la hipertension, la diabetes y el tabaquismo,
modifican las condiciones del entorno de las células endoteliales produciendo aumentos
de la presion transmural, la fuerza de friccion de la sangre sobre las células endoteliales,
las concentraciones de lipidos y cambios en las concentraciones de diversos mensajeros
humorales. En estas condiciones, el papel homeostatico que ejerce el endotelio sobre la
funcidn vascular se pierde como consecuencia de cambios en el patron de produccion y
liberacion de factores derivados del endotelio. Esta situacion de desequilibrio se
denomina disfuncion endotelial (Haynes y Webb, 1998, Mombouli y Vanhoutte, 1999)
y en un sentido amplio se caracteriza por:

1) una alteracion de la regulacion del tono vasomotor con predominio del tono

vasoconstrictor, debido al desequilibrio entre factores relajantes y constrictores y donde
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las especies reactivas de oxigeno juegan un papel determinante.

2) una tendencia al crecimiento de la pared vascular que puede ser debido a un
aumento del nimero y/o tamafo de las células musculares lisas y/o fibroblastos, una
disminuciéon de la apoptosis de éstas y/o un aumento de la sintesis de matriz
extracelular.

3) un incremento en la permeabilidad del endotelio, con la consiguiente pérdida
de la funcion de barrera selectiva para diversas particulas y macromoléculas.

4) un aumento de la adhesion de leucocitos debido a la sobreexpresion de
moléculas quimiotacticas y de adhesion, junto con una respuesta elevada a citoquinas y
liberacion de mediadores inflamatorios.

5) una mayor tendencia a la agregacion plaquetaria y a la adhesion de éstas a las
células endoteliales.

6) una mayor tendencia a la coagulacién y una fibrinolisis ineficaz, que en

conjunto llevan a un aumento del riesgo trombotico.

2.6.1. MECANISMOS IMPLICADOS Y CONSECUENCIAS DE LA
DISFUNCION ENDOTELIAL

Los mecanismos responsables de la disfuncion endotelial pueden ser multiples e
incluyen cambios en la sintesis, liberacion, degradacion de los diversos factores
derivados del endotelio. Asimismo, puede ser consecuencia de cambios en los
receptores endoteliales para los agonistas y antagonistas de los factores vasoactivos,
modificaciones de la respuesta de las células endoteliales a dichos agentes, o incluso
debido a alteraciones de los receptores y de las sefiales intracelulares de transduccion de

las células diana de los factores derivados del endotelio.

Alteraciones del tono vasomotor

La arteriosclerosis, la hipertension o la diabetes producen, entre otras,
modificaciones cambios de los factores vasodilatadores y/o vasoconstrictores que,
finalmente, alteran el tono vasomotor. Estos cambios pueden afectar a cualquiera de los
factores endoteliales que median la vasorrelajacion dependiente de endotelio: NO, PGI,
o EDHF. Sin embargo, la mayor parte de los estudios han sugerido una baja
disponibilidad de NO, que es la caracteristica principal de la disfuncién endotelial
asociada a factores de riesgo vascular. Si consideramos que la disponibilidad de NO es

el resultado del balance entre su sintesis y su degradacion, una reduccion de los niveles
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de NO puede ser consecuencia por tanto, de cambios en ambos procesos. Diversos
mecanismos pueden, a su vez, estar implicados en una menor produccion de NO. En
relacion con la enzima que cataliza su sintesis, la NOSe, se ha observado que
polimorfismos en el gen de la NOSe se asocian a insuficiencia cardiaca e hipertension,
alteraciones que tienen en comun la disfuncion endotelial. Se ha propuesto el
polimorfismo de la NOSe como un factor de riesgo adicional para el desarrollo de estas
complicaciones vasculares presentes en estas enfermedades (Heltianu et al., 2005). Otro
posible mecanismo implicado seria una menor disponibilidad de alguno de los
cofactores necesarios para su sintesis, como la tetrahidrobiopterina (BH4) o incluso de
su sustrato, la L-arginina, debido a alteraciones en el transporte transcelular de la L-
arginina, a la acumulacién de inhibidores competitivos de la misma o a una disminucioén
de la afinidad de la NOSe por el sustrato. La reduccion de la expresion de la NOSe o de
su actividad son otros de los mecanismos propuestos para explicar la reduccién en la
disponibilidad de NO y por tanto la disfuncién endotelial asociada a hipertension. De
todas formas no existe un consenso en este aspecto ya que se han publicado resultados
contradictorios (Alexander et al., 1999, Lou et al., 2001, Miyamoto et al., 1998, Moreno
et al., 2002,Yoshiyama et al., 1999). Ademéas un aumento de la produccion de los
radicales libres, en especial el anion superoxido, podria también estar implicado en la
disfuncion endotelial hipertensiva debido a la degradacion del NO para producir aniones
peroxinitritos (OONQ"), que participan en procesos de dafo celular (peroxidacion
lipidica, nitrosacion de proteinas y alteracion de los acidos nucleicos) y vascular
(Munzel et al., 1997, Nakazono et al., 1991, Radi et al., 1991).

Un exceso de factores constrictores podria ser otro de los mecanismos de la
disfuncion endotelial. En condiciones normales existe un balance entre los factores
vasoconstrictores y vasodilatadores, pero una menor disponibilidad de estos ultimos,
favorecera la sobreexpresion de factores vasoconstrictores tanto sistémicos (All y

catecolaminas) como los producidos por el propio endotelio (TXA,, ET).

Adhesion de leucocitos al endotelio

Existen fundamentalmente dos familias donde se agrupan las moléculas de
adhesion: la familia de las selectinas, como la E- y la P-selectina, y las proteinas
pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas como las Moléculas de
Adhesion a las Células Vasculares, VCAM-1 (del inglés Vascular Cell Adhesion
Molecule) y las Moléculas de Adhesion Intercelular, ICAM-1, 2 y 3 (del inglés

Intercellular Adhesion Molecule). Las moléculas de adhesion acttian como ligandos de
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integrinas presentes en las membranas de los leucocitos.

Las moléculas de adhesion para receptores especificos de leucocitos circulantes,
tienen un papel clave durante el desarrollo de la placa aterosclerdtica y en la respuesta
inflamatoria vascular. Ademads se ha observado tanto en estudios clinicos con pacientes
hipertensos como en modelos animales de hipertension inducida por infusion con L-
NAME, con angiotensina II o en SHR, que existe un aumento de la produccion de
moléculas de adhesion la molécula de adhesion a células vasculares tipo 1 (VCAM-1),
la proteina quimiotactica de monocito tipo 1 (MCP-1) y el factor estimulante de
colonias de macrofagos (MCSF), respectivamente (Gonzalez et al., 2000, Komatsu et
al., 1997, Luvara et al., 1998, Tummala et al., 1999).

2.6.2. EVALUACION CLINICA Y EXPERIMENTAL DE LA DISFUNCION
ENDOTELIAL

En la actualidad no existeacuerdo sobre ningiin pardmetro bioquimico que
permita valorar la disfuncion endotelial, aunque se han propuesto diferentes marcadores
plasmaticos como el fvW, la trombomodulina o el t-PA (Blann et al., 1995) e incluso de
manera mas reciente, se estd investigando el papel que puedan jugar algunas moléculas
de adhesion (Blann y McCollum, 1994). Sin embargo, aunque la mayoria de ellos
suelen hallarse elevados en enfermedades que comportan dafio endotelial agudo, su
poca sensibilidad y/o especificidad no ha permitido establecerlos como detectores de
disfuncion endotelial.

Puesto que una de las caracteristicas de la disfuncion endotelial presente en la
hipertension es la menor biodisponibilidad de NO, también se ha intentado determinar
su produccidn ex vivo. Sin embargo, la determinacion directa de NO se halla limitada
tanto por su corta vida media como por su inestabilidad. Por ello, se suelen utilizar sus
productos estables de degradacion, nitratos y nitritos, como medida indirecta de la
produccion de NO (Baylis y Vallance, 1998), aunque también presenta limitaciones ya
que puede ser modificada por diversos factores como la dieta, el tabaco y el ejercicio
fisico. Por todo ello, en la actualidad la manera de evaluar la funcion endotelial es
valorar la respuesta a vasodilatadores dependientes de endotelio como la acetilcolina, la
bradikinina o la sustancia P (Vanhoutte, 1999). Estas medidas se realizan en distintos
lechos vasculares mediante diversas técnicas, dependiendo si la evaluacion es clinica o
experimental.

La valoracion clinica de la funcidon endotelial se puede llevar a cabo en las

arterias coronarias mediante la cateterizacion cardiaca que permite medir
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cuantitativamente el diametro de la luz arterial en cualquier punto de la circulacion
coronaria. La utilizacion de coronariografia ampliada con ultrasonografia Doppler
permite, ademas, la medida del flujo coronario bien basal como en respuesta a diversos
agonistas como la Ach. Ademas, se puede valorar mediante tomografia por emision de
positrones, que tiene la ventaja de ser un método no invasivo, que permite medir
cuantitativamente el flujo coronario basal o tras un estimulo hiperémico.

En la circulacion del antebrazo se valora la funcion endotelial mediante técnicas
de pletismografia de oclusion venosa o mediante un método no invasivo como es la
ultrasonografia Doppler. La pletismografia de oclusion venosa mide el flujo sanguineo
arterial de una extremidad a partir de los cambios de volumen que se producen en los
vasos de resistencia, cuando se obstruye el retorno venoso de esta extremidad
(Benjamin et al., 1995). Estos cambios son proporcionales al flujo arterial, siempre que
se mantenga constante la presion de perfusion (presion arterial) y, son el reflejo de los
cambios del tono de la musculatura lisa de arteriolas y arterias de pequefio tamafio. La
medida se puede realizar tanto en condiciones basales como después de la
administracion intraarterial de distintos vasodilatadores como acetilcolina, nitroprusiato
sodico o nitroglicerina.

La ultrasonografia Doppler (Celermajer et al., 1992) tiene la ventaja de ser un
método no invasivo con una buena reproducibilidad ya que presenta una variabilidad de
un 20%. Mide la vasodilatacion postisquémica producida por la oclusion del brazo
durante 3 6 5 minutos con un manguito. El aumento del flujo sanguineo (entre 5-7
veces), una vez finalizada la oclusion, da lugar a una vasodilatacion mediada por un
incremento de las fuerzas de cizallamiento que es dependiente de endotelio.

La valoracion de la funcidn endotelial en estudios experimentales se puede llevar
a cabo en arterias de gran calibre o en arterias de resistencia, mediante experimentos in
vitro o in vivo. En la actualidad existen muchos estudios de reactividad vascular in vitro
realizados en la aorta, en arterias coronarias, en el lecho vascular mesentérico, etc., y
dependiendo del tipo de vaso estudiado y del didmetro de la luz de la arteria se
utilizaran diferentes técnicas de reactividad vascular. Para arterias de gran calibre, que
varia entre 1 y 4 mm de didmetro interno se utiliza el bafio de 6rganos, que permite
mantener un fragmento de arteria denominado anillo, en condiciones controladas de
temperatura, pH, tension, oxigenacion, y bajo un permanente control de la tension
ejercida por las paredes musculares de la misma. El anillo adrtico se sujeta a un bastidor
dentro del bafio de 6rganos y se le acopla otro alambre a través de la luz del anillo que
estd conecta a un dinamometro o de fuerza que determina la tension que el fragmento

arterial ejerce sobre los alambres que lo sujetan dentro de la copa. Los transductores
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estan conectados a una interfase que convierte los registros de fuerza en senales
eléctricas codificables por un ordenador. Finalmente, mediante una aplicacion

informatica se registran y se analizan las sefales (Figura 6).

Figura 6. Elementos basicos de la técnica de reactividad vascular. 1: Copa o bafio de organos, 2:
Transductor de fuerza, 3: Interfase, 4: Ordenador y software.

3. REMODELADO VASCULAR

3.1. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL NORMAL

La pared de las arterias estd formada por tres capas: la intima, la media y la
adventicia. La capa intima esta constituida por una monocapa de células endoteliales
dispuestas longitudinalmente en la direccion del flujo sanguineo que tapiza el interior de
la pared arterial. La capa media estd formada por células de musculo liso vascular
(CMLV) cuyo eje transversal es perpendicular a la direccion del flujo sanguineo y cuyo
eje longitudinal se dispone concéntricamente con respecto a la luz. Estas CMLV estan
rodeadas por una densa red de tejido conectivo integrado por colageno, fibronectina y
elastina. La capa adventicia estd formada por muchos componentes tales como nervios
simpaticos, cantidades considerables de colageno y fibroblastos sin ninguna ordenacion
aparente. La intima y la media estan separadas por una interfase llamada ldmina eléstica
interna, mientras que la capa media y la adventicia estan separadas por la lamina
elastica externa.

La principal caracteristica funcional de los vasos es el diametro de la luz del
vaso, ya que determina su resistencia ( a la cuarta potencia de acuerdo con la ley de
Poiseuille). Esta caracteristica se determina por las propiedades activas y estructurales
de los vasos. Las propiedades activas se determinan por la capacidad contractil de las

CMLV, su nimero y su disposicion. Las propiedades estructurales del vaso como el
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diametro de la luz, el grosor de la media, el grosor de la pared y por tanto la relacion
media:luz y pared:luz, se determinan con las CMLV relajadas y con los vasos

expuestos a una presion intravascular dada (Mulvany, 2002).

3.2. REMODELADO ARTERIAL

Los principales cambios morfologicos que caracterizan el remodelado arterial en
hipertension arterial son el engrosamiento de la capa intima, de la capa media y de la
capa adventicia. Ademas de estos cambios histoldgicos, se ha descrito un aumento de
las terminaciones nerviosas presentes en la pared y una disminucion de la densidad de
los capilares que la perfunden en arterias de animales hipertensos.

El engrosamiento de la intima puede deberse a tres factores principales, la
alteracion morfologica de las células endoteliales; la infiltracion de macromoléculas
(lipoproteinas) y células circulantes como monocitos y macrofagos; y la infiltracion de
células musculares de la capa media cuyo tropismo y motilidad estarian alterados. A
estos factores se les debe anadir la acumulacion de ciertas sustancias de la sangre
facilitada por el aumento de la permeabilidad de las células endoteliales, y el deposito
de proteoglicanos producidos por las CMLV.

El engrosamiento de la capa media es el cambio mas relevante del remodelado
vascular hipertensivo y puede deberse a cuatro alteraciones de las células musculares
como la hipertrofia, la hiperplasia, la modificacion de la posicion y la adquisicion de
capacidad para sintetizar sustancias de la matriz extracelular. Se ha descrito que en el
remodelado arterial asociado a hipertension, hay una reorientacion de los ejes de las
células musculares y por tanto las CMLV perderian su disposiciéon concéntrica y
adquiririan una disposicion perpendicular al eje de la arteria y por tanto el grosor de la
capa media aumentaria. Como consecuencia, el diametro de la luz disminuye y el
diametro externo de la arteria disminuye.

El engrosamiento de la adventicia se debe una hipertrofia de los fibroblastos
presentes en ella y al aumento de la produccion de coldgeno por los mismos.

El remodelado vascular puede ser considerado como un proceso adaptativo en
respuesta a cambios prolongados en el flujo sanguineo o presion, lo que ocasiona una
continua tension circunferencial y/o un rozamiento y cizalladura. Estos cambios estan
interrelacionados, ya que cualquier cambio en el radio arterial producido por
alteraciones en el flujo sanguineo y la cizalladura, induce cambios en la tension de la
pared. En hipertension, los efectos del estrés tensional estan mediados por dos

mecanismos: un incremento en la presion intraarterial y una distension en el didmetro
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arterial. De acuerdo con la ley de Laplace, T=P x R, donde la tension de la pared (T) es
proporcional a la presion intraarterial (P) y al radio (R), e inversamente proporcional al
grosor de la pared. Asi, la hipertrofia de la pared arterial sirve de mecanismo
compensatorio al aumento del producto de la presion por el radio. Sin embargo, en
estudios in vivo en pacientes y animales hipertensos este aspecto de la ley de Laplace no
se observa ya que el aumento en el didmetro o es pequeio (como es el caso de arterias
centrales) o no cambia (como en arterias periféricas) y por tanto se produce una
reduccion en la relacion pared/lumen. Otra posibilidad es que una funcidon endotelial
alterada pueda mantener el didmetro arterial constante a través de cambios en las
fuerzas de cizalladura y/o la liberacion de compuestos vasoactivos. Un ejemplo de esta
posibilidad se da en las primeras fases del desarrollo en SHR, donde se ha descrito un
aumento en el gasto cardiaco temporal asi como un mayor flujo sanguineo carotideo
(Safar et al., 1998).

El remodelado vascular puede tener su origen en multiples fuentes como la
presion, el flujo y las hormonas. La presion intravascular provoca un aumento del estrés
de la pared que va a estimular algunos procesos hipertroficos originando un aumento en
el grosor de la pared. Un aumento en el flujo sanguineo aumenta el didmetro del vaso y
provoca un engrosamiento de la pared. En este caso, el aumento del didmetro se debe
inicialmente a una vasodilatacion mediada por vasodilatadores liberados por el
endotelio. La relajacion también puede provocar un aumento en la tension de la pared
(segun la ley de Laplace), derivando en el aumento del didmetro y de nuevo, el
engrosamiento de la pared. Se piensa que el remodelado vascular estaria iniciado por
factores de crecimiento incluida la AIl. Pero ain permanece sin esclarecer si estos
procesos de remodelado se debe a la proliferacion (aumentando el nimero de células) o
al aumento del tamafio celular, aunque el remodelado mediado por flujo se ha
relacionado con la proliferacion y la desdiferenciacion celular. La hipertension esencial
parece estar asociada a un remodelado eutréfico (disminucion de la luz y engrosamiento
de la pared por redistribucion de células y material intersticial) y no a un proceso
hipertrofico de las CMLV (Sun y Weber, 1996). Sin embargo, los factores que originan
el remodelado eutréfico se desconocen por el momento, pero se ha propuesto un
aumento de la actividad neurohormonal que genera vasoconstricciéon y aumento de la
presion arterial como un mecanismo posible. Segun la ecuaciéon de Laplace, la
disminucion del didmetro y por tanto el engrosamiento de la pared, garantizaria una

tension de la pared normal y de esta manera se eliminaria la respuesta hipertrofica
(Mulvany, 2002).
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4. INFLAMACION

La respuesta inflamatoria e inmunitaria estd mediada por unas sustancias
proteicas que son producidas por diversos tipos de células. Estos mediadores son las
interleuquinas (IL), los factores de necrosis tumoral (TNF-a), los interferones (INF-y) y
los factores estimuladores de colonias (CSF) y actiian sobre las células a través de
receptores de membrana. Desde su descubrimiento, en la década de los sesenta, cuando
estas sustancias se denominaban linfoquinas o monoquinas debido al tipo celular que las
producia, la clasificacion, caracterizacion y regulacion de las citoquinas ha ido
amplidndose de manera abrumadora. Las citoquinas se producen en multiples tipos
celulares como los mastocitos, fibroblastos, hepatocitos, adipocitos, células endoteliales,
células de musculo liso vascular y cardiomiocitos entre otros.

Las citoquinas presentan una gran diversidad funcional y estructural, no
obstante, comparten algunas propiedades. Ademas, pueden actuar de manera individual
o bien, interaccionar entre ellas y poseen la capacidad de interaccionar en distintos
tejidos produciendo multiples efectos bioldgicos. La convergencia en las mismas
acciones biologicas les confiere a estos mediadores una propiedad redundante. Las
citoquinas tienen gran versatilidad en funcion de su concentracion, el estado de la célula
sobre la que actuan o la secuencia temporal de actuacidon respecto a otras citoquinas.
Esta puesta en escena permite disefiar un complejo entramado formado por sinergismos,
antagonismos e inhibidores naturales (Filella y Zarco, 1999).

Las citoquinas interaccionan con las células diana a través de receptores
especificos de membrana. La regulacion de la expresion de estos receptores esta
mediada normalmente por la propia citoquina. Al interaccionar la citoquina con el
receptor correspondiente, éste se internaliza dentro de la célula induciendo la activacion
del proceso inflamatorio, como en el caso del receptor soluble de la IL-6, o
inhibiendolo, como sucede con los receptores solubles de la IL-2 y TNF-a
respectivamente. Por tanto, el sistema debe estar estrechamente regulado para poder
ejercer su funcidon (Fernandez-Botran et al., 1996, Gehr et al., 1992).

La arteriosclerosis se considera un proceso inflamatorio donde las citoquinas
juegan un papel muy importante. Asi, cuando una placa arteriosclerética se vuelve
vulnerable, existe gran cantidad de linfocitos T activados asi como de macréfagos que
fagocitan moléculas de colesterol adquiriendo un fenotipo de células espumosas. Estos
tipos celulares van a generar gran cantidad de citoquinas siendo las mas representativas
la interleuquina 1 beta (IL-1p), la interleuquina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral

alfa (TNF-a) o el interferén gamma (INF-y) entre otras (Kinlay y Selwyn, 2003). La IL-
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6 es una citoquina multifuncional que participa en la proliferacion de los linfocitos B y
la sintesis de anticuerpos. Ademas es un mediador importante de la fase aguda de la
respuesta inflamatoria ya que en el higado promueve la sintesis de proteina C reactiva
(PCR), de amiloide sérico tipo A (ASA) y de angiotensindgeno (Han et al., 1999). De
esta manera, la PCR se ha convertido en un marcador predictivo de riesgo
cardiovascular imprescindible en la analitica de los pacientes con enfermedades
cardiovasculares. Asi, en estudios prospectivos se ha demostrado que pacientes con
inflamacion crénica de bajo grado, donde se han encontrado niveles plasmaticos
moderadamente elevados de PCR, han desarrollado infarto de miocardio y/o accidentes
cerebrovasculares. Existen multitud de ensayos clinicos en pacientes que revelan la
importancia de la PCR como marcador prondstico de riesgo de padecer un IAM, un
ictus o bien insuficiencia cardiaca (Ridker, 2003).

En el higado, los hepatocitos son capaces de responder tanto a citoquinas
proinflamatorias como a LPS, sefales generadas por procesos como la infeccion, el
shock hemorragico, la sepsis, la hepatectomia parcial, la isquemia-reperfucion, etc. Esta
sefiales inducen la expresion de la NOSi y la produccion de grandes cantidades de NO,
que constituiria una sefial moduladora de diversas vias de trasduccion implicadas en los
procesos de inflamacion, en la resoluciéon de dicha inflamacion y en la regeneracion
hepatica (Martin-Sanz et al., 2002).

La IL-6 induce la sintesis de reactantes de fase aguda a través de dos vias de
transduccion de sefiales distintas iniciadas en su receptor especifico. La primera ruta es
la compuesta por tirosin kinasas denominadas janus kinasa (JAK) en combinacion con
la sefial activadora y transductora de la transcripcion (STAT, del inglés signal
transducer and activator of transcription). La segunda ruta es la formada por la proteina
G pequeiia y soluble Ras en combinacion con la proteina kinasa mitogénica activada y
el factor nuclear dependiente de IL-6. De estas dos rutas, la principal ruta responsable
de la sintesis de reactantes de fase aguda es la de JAK/STAT. La IL-6 activa esta ruta en
hepatocitos al unirse a la cadena o del receptor IL-6R que carece de actividad kinasa.
La unién de varios complejos (IL-6-cadena o IL-6R) junto con una proteina
transmembrana denominada transducina (gp130) forman un complejo activado de
sefializacion en la membrana plasmatica. Este complejo va a reclutar entonces tirosin
kinasas (JAK 1y 2 y Tyk2) que van a fosforilar al gp130. A continuacion le sigue la
captura de los factores de transcripcion citoplasmaticos (STAT1 y 3) que se uniran a
gpl130 a través de los dominios de homologia src tipo 2 (SH2). Los STATs, como
también son sustratos de las kinasas JAK/Tyk, se fosforilan los restos de tirosina,

permitiendo asi su dimerizacion y translocacion al niicleo donde activaran los genes de
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respuesta de fase aguda como la PCR, ASA, fibrindgeno y angiotensinogeno (Brasier et
al., 2002).

4.1. EL FACTOR DE TRANSCRIPCION NUCLEAR kappa B (NFxB)

El regulador por excelencia de la respuesta inmunitaria, inflamatoria y de fase
aguda es el NFkB, pero estd involucrado en la regulacion de muchos aspectos de la
actividad, el estrés y el dano celular. El NFkB es un complejo proteico regulador que se
activa por distintos mediadores biologicos y factores exdgenos. La capacidad del NFxB
y de otros factores de transcripcion como el AP-1 (fos,jun), de unirse al ADN depende
de modificaciones tales como la fosforilacién, defosforilacion o el estado redox. Se
localizd por primera vez en linfocitos B maduros al unirse a la secuencia de bases
localizada en el inductor intronico de la cadena ligera kappa de inmunoglobulina (de ahi
la denominacion kB) (Sen y Baltimore, 1986). Actualmente se ha descrito que el NFxB
esta presente en multiples tipos celulares. Ademads la secuencia de bases nitrogenadas a
la que se une el NFkB para activar la transcripcion estd presente en multitud de
promotores e inductores de gran numero de genes inducibles y tiene la siguiente
secuencia consenso GGG RNN YYC C, siendo R una base nitrogenada de purina, e Y
una base nitrogenada de pirimidina (May y Ghosh, 1998).

El NFkB se encuentra en el citoplasma de las células en su forma inactiva ya que
esta unido a otras proteinas que le impiden translocarse al nucleo para activar la
transcripcion génica. La forma citoplasmatica del NFxB estd formada por 3
subunidades. La proteina p50, que contiene el dominio de unién a ADN, el dominio de
dimerizacion y el de translocacion nuclear (NLS). La proteina p65, cuyas propiedades
son la comparticion de la actividad de union al ADN y la de dimerizacion que contiene
un dominio de activacion de la transcripcion. Finalmente, una proteina reguladora IxB
que se une a la p65. Cada uno de los dominios, el de dimerizacion, el de enlace a ADN
y el de transactivacion, son sitios reguladores y objetivos de las vias sefalizadoras
redox.

Los principales genes regulados por el NFkB suelen ser (Tabla 5) genes que
codifican para citoquinas inmunomoduladoras (IL-6, TNF-a, GM-CSF, IL-1B); genes
que codifican para receptores inmunomoduladores de la superficie celular (antigenos del

sistema de histocompatibilidad MHC-I, subunidades no polimorficas de MHC y
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receptores de la IL-2); genes que codifican para las proteinas de la fase aguda (amiloide
sérico tipo A, angiotensindgeno, proteina C reactiva) o genes que codifican el virus de

la inmunodeficiencia adquirida (VHI) entre los mas representativos

GENES REGULADOS POR NFkB:

CLASE GENES
Citoquinas TNF-a y B; IFN-B
IL-1; IL-2; IL-6; IL-8; IL-12

Quimioquinas MCP-1;IL-8, GRO, IP-10, RANTES, MIP-1, eotaxina
Moléculas de Adhesion E-Selectina; ICAM-1; VCAM-1; ELAM
Proteinas de fase aguda PCR; ASA; Angiotensindgeno

Factor de Complemento B y C4
Factores de Crecimiento IL-3; GM-CSF; M-CSF; G-CSF
Inmunoreceptores Cadena Ligera de Ig k; MCH-1 y II

Cadena f3 del TCR; IL-2R o; Factor Tisular

Enzimas NOSi; COX-2; PLA,; 5y 12-LPO
Factores de Transcripcion IxB; p105, p100, c-Rel (p65), Bel-3

Tabla 5. Genes regulados por el factor de transcripcion NF-kB.

La proteina IkB forma un complejo con el heterodimero p50-p635, lo inactiva y
lo secuestra en el citoplasma impidiendo su translocacion al nicleo y la unién al ADN.
Cuando un estimulo extracelular como una citoquina, una proteina viral, LPS o un
agente oxidante activa la ruta de sefializacion del NFkB, el IkB se fosforila en los restos
de serina 32 y 36. Esta fosforilacion es una sefial de ubiquitinizacion de las lisinas 21 y
26, lo que origina una eliminacion rapida del kB a través de la degradacion por el
proteosoma. Asi, el complejo NF«B se libera, se activa y posteriormente se transloca al
nucleo donde activa la transcripcion génica (Figura 7). Se han descrito dos
Serin/Treonin kinasas, denominadas IKK-1 e IKK-2 o alfa y beta, responsables de la
fosforilacion del IkB. Recientemente de ha descrito que estas IKK tienen una actividad
foforiladora mayor sobre IkB cuando estd unido al complejo NFkB, lo que explicaria la
capacidad que tienen tanto las IKK y el IkB libre para coexistir en la misma célula y
regular al NFkB. Aunque no se conoce muy bien, en la activacion del NFkB no solo

participa la disociacion del IkB y la translocacion al nicleo, sino que también participa
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la fosforilacion del p65 por la protein kinasa A citosolica (PKAc). La PKAc se une al
complejo NFkB/IkB en el citoplasma, donde esta inactiva por la union a IkB, hasta que
este se disocia, momento en el cual la PKAc se activa, fosforila la serina 273 de la
subunidad p65, y activa la actividad transcripcional del NFkB/IkB. Recientemente se ha
demostrado que esta fosforilacion del p65 es necesaria para el reclutamiento de la
proteina de union a CREB y la p300 (CBP/p300), que es un coactivador transcripcional
del NFkB. Se han descrito otras proteinas kinasas que regulan el p65 como la caseina

kinasa II (McKay y Cidlowski, 1999).
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Figura 7. Mecanismo de activacion del NF-kB.

El heterodimero cléasico p65/p50 es el principal inductor de genes inflamatorios.
Existe gran cantidad de sefiales proinflamatorias extracelulares que pueden activar el
NF«xB entre los que estan los virus (herpes simple y adenovirus), proteinas virales,
productos derivados de baterias como el lipopolisacarido, citoquinas inflamatorias como
el TNF-a, IL-1 o IL-2, asi como una variedad de agentes dafiinos de ADN y agentes

oxidantes (Tabla 6).
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ESTIMULOS DE NFkB

Endotoxina (lipopolisacarido bacteriano, LPS)

Virus: herpes, citomegalovirus, adenovirus, hepatitis B, HIV

Estrés quimico: oxidativo, osmotico (glucosa, albimina)

Estrés mecanico

Mitogenos: ésteres de forbol (estimulos de PKC),
fitohemaglutinina, factores de crecimiento

suero,

RNA bicatenario

Luz ultravioleta

Citoquinas: IL-1, IL-2, TNF-a , IFN

fibronectina, CD2, CD3,CD28, ab TCR

Proteinas de activacion de membrana: moléculas de adhesion,

Inmunoreceptores

Agentes vasoactivos: angiotensina II, trombina, endotelina

Tabla 6. Factores activadores del NF-kB.

Tras la activacion del complejo, el NFkB se acopla a los sitios de union en la

cromatina y modula la expresion génica de factores involucrados en la respuesta inmune

e inflamacion. La sintesis de novo de IkB provoca el secuestro de NF«xB en el

citoplasma y la atenuaciéon de la activacion transcripcional, proporcionando un

mecanismo de retroalimentacion que modula la extension y duracion de las respuestas

inflamatorias por la célula. A parte del papel regulador en el sistema inmunitario

(incluyendo desarrollo linfocitario, respuesta inflamatoria y mecanismos de defensa

celulares), el NFxB estd implicado en procesos de apoptosis y desarrollo embionario

(McKay y Cidlowski, 1999).
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Endotelio e Inflamacion. Existe una estrecha relacion entre el endotelio y el proceso
inflamatorio debido a la capacidad que tienen las células endoteliales de interaccionar
con los leucocitos y de producir citoquinas proinflamatorias. Primero, el endotelio es el
vigilante del reclutamiento de los leucocitos en un foco inflamatorio y en el alojamiento
de los linfocitos hacia los 6rganos linfoides secundarios. En segundo lugar, puede
modular la activacidon leucocitaria y finalmente, son los objetivos de las moléculas
derivadas de leucocitos, provocando la activacion celular endotelial o la muerte
(Biedermann, 2001). Bajo ciertas circunstancias, el espacio subendotelial se convierte
en un entorno de inflamaciéon como en vasculitis, vasculopatias autoinmunes o
arteriosclerosis. Las citoquinas proinflamatorias activan a las células endoteliales que
expresan moléculas de adhesion que facilitaran el reclutamiento leucocitario, asi como
una gran cantidad de moléculas presentadoras de antigeno como los sistemas de
histocompatibilidad tipo I y II (MHC I y II). Cuando el endotelio expresa un antigeno,
se convierten en un objetivo directo de las moléculas efectoras derivadas de los
leucocitos cuyo destino final es la muerte celular.

En presencia de factores de riesgo cardiovascular como la hipercolesterolemia,
la hipertension, la diabetes o el envejecimiento, la pared vascular sufre ciertas
alteraciones que van a generar inflamacion, oxidacion de lipoproteinas, proliferacion de
CMLYV, deposito de matriz extracelular, activacion de plaquetas y la formacioén de
trombos (Liao, 1998). La disfuncion endotelial puede ser causa y consecuencia del
proceso inflamatorio. Asi, los factores de riesgo mencionados anteriormente,
producirian una disminucién en la biodisponibilidad de 6xido nitrico que conduciria a

una disfuncion endotelial (Figura 8).

Hipertension, Arteriosclerosis, Diabetes

+Oxido Nitrico

Disfuncién Endotelial |

Proteina C Reactiva

Produccion de Citoquinas

INFLAMACION

Figura 8. Relacion entre la disfuncion endotelial asociada a distintos factores de riesgo cardiovascular y

la inflamacion.
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En esta situaciéon se produce una activacion de la sintesis de citoquinas
inflamatorias que inducen la sintesis hepatica de la proteina C reactiva, considerada
como un reactante de fase aguda y marcador predictor de riesgo cardiovascular. En este
punto, la PCR fomenta la reduccion de la disponibilidad de NO asi como el proceso

inflamatorio (Cachofeiro et al., 2004).

5. ANGIOTENSINA II

5.1. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

El sistema renina-angiotensina (SRA) es el principal sistema hormonal que
regula el tono vascular y el equilibrio hidroelectrolitico. Tradicionalmente se ha
considerado la existencia de un SRA circulante (Laragh et al., 1972), sin embargo
existen SRA locales que actuarian de forma paracrina y autocrina en diferentes tejidos
como el cerebro, las glandulas adrenales, los 6rganos reproductores, el corazon y
especialmente los vasos sanguineos (Rosenthal et al., 1984, Samani et al., 1988).
Actualmente se consideran los SRA locales como las principales fuentes de
angiotensina Il y aquellos con mayor relevancia fisioldgica y patologica.

La cascada del SRA se inicia con la renina, una enzima proteolitica con alta
especificidad que se sintetiza en forma de pre-prorrenina. En las células
yuxtaglomerulares del rifion humano, la prorrenina sigue una via de secrecion
constitutiva o bien es almacenada en granulos inmaduros. Dentro de éstos sufre otras
dos proteolisis mas para dar la renina activa, que queda almacenada en granulos
maduros. La renina se libera de las células yuxtaglomerulares junto con la prorrenina
pasando a la circulacion sistémica. La transformaciéon de prorrenina en renina se
produce por la accion de diversas peptidasas como la plasmina, la tonina, la calicreina,
la elastasa, el t-PA, la catepsina G y la enzima activadora de la renina derivada del
endotelio (Figura 9). La renina act@ia sobre su sustrato, el angiotensindgeno, una o,-
globulina que se secreta casi de forma constante, generando un decapéptido inactivo, la
Al A suvez, la Al es el sustrato de la ECA, glicoproteina 4cida compuesta por una sola
cadena polipeptidica que contiene un atomo de Zn®" en su centro activo, para dar lugar

al octapéptido All, que es el principal efector del sistema.
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Figura 9.- Componentes del sistema renina-angiotensina.

La AII parece tener un efecto estimulador sobre el angiotensinégeno, actuando
como un mecanismo de retroalimentacion positivo sobre la sintesis de angiotensindégeno
(Blair-West et al., 1974), mientras que sobre la renina puede inhibir su liberacion
(Herrmann y Dzau, 1983). La ECA se encuentra principalmente en la superficie de las
células endoteliales vasculares del pulmon, por lo que la formacion de All tiene lugar
fundamentalmente en la circulacion pulmonar. La Al no es el unico sustrato sobre el
que puede actuar la ECA, ya que in vitro puede tener accion sobre una gran variedad de
péptidos, mientras que in vivo es mas selectiva. La All por accion de la aminopeptidasa
A, origina la angiotensina III (AIIl) o angiotensina 2-8, con acciones similares a la AIl
aunque con menor intensidad. Asimismo, la accion de la aminopeptidasa B sobre la AIl
da lugar a la AIV o angiotensina 3-8, que es un hexapéptido que a través de su receptor
especifico AT, estimula la liberacion del inhibidor del activador de Plasminogeno tipo 1
(PAI-1), un potente factor antitrombodtico. Mediante la accion de una endopeptidasa
sobre la Al o sobre la All se genera la angiotensina 1-7 [A(1-7)] cuyas acciones parecen
ser opuestas a las que presenta la AIl (Moriguchi et al., 1995). La A(1-7) tiene un efecto
natriurético y diurético en el rifidon (DelliPizzi et al., 1994, Handa et al., 1996, Hilchey y

Bell-Quilley, 1995) y produce vasodilatacion en diferentes territorios vasculares
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(Brosnihan et al., 1996, Osei et al., 1993, Porsti et al., 1994). Estas acciones de la A(1-
7) parecen ser dependientes de las PGs, del NO y/o de las quininas (Abbas et al., 1997,
Brosnihan et al., 1996, Hilchey y Bell-Quilley, 1995).

La formacion de AIl también puede tener lugar a través de otras rutas distintas
de la renina y la ECA. De hecho, se ha descrito la existencia de distintas vias
enzimaticas de sintesis de la AIl en numerosos tejidos (Dzau et al., 1993), aunque el
significado fisiopatologico todavia no esta totalmente establecido. Se puede generar All
directamente a partir del angiotensindgeno con la catepsina G, la tonina y el t-PA.
También se han detectado peptidasas en la pared de los vasos sanguineos, diferentes de
la renina, que pueden actuar sobre el angiotensinogeno y formar Al. Asimismo, se ha
descrito que la ECA, no es la Gnica enzima capaz de formar All, ya que otras enzimas
como la catepsina G, la quimasa y la enzima generadora de AIl "sensible a
quimostatina" 6 CAGE pueden sintetizar AIl a partir de Al. Aunque la relevancia
fisiologica o fisiopatoldgica de estas vias de sintesis de AIl permanece todavia por
esclarecer, recientemente se ha sugerido que la via de la quimasa en el corazon y en la
pared vascular podria tener importancia tanto en el aspecto funcional como en distintas

situaciones fisiopatologicas (Husain, 1993).

5.2. RECEPTORES DE ANGIOTENSINA II

La AII ejerce sus acciones a través de su union a receptores especificos. Se han
descrito tres tipos de receptores para la All, designados como AT;, AT, y AT4. Los
receptores AT se localizan en numerosos tejidos como en la aorta, el rifidon, el corazon,
el cerebro, el utero, los adipocitos, los ovario, los testiculos, la glandula adrenal, el bazo,
los pulmones, la hipoéfisis y el cerebro (Kakar et al., 1992). Los receptores AT,, se han
detectado fundamentalmente en tejidos embrionarios o en crecimiento, y en individuos
adultos se han encontrado en la pared vascular, las glandulas adrenales, el sistema
nervioso central, el miometrio y en los foliculos ovéricos atrésicos.

El receptor AT, pertenece a la familia de receptores acoplados a las proteinas G
o proteinas fijadoras de GTP, que incluye a los receptores para otros factores
vasoconstrictores como la NA, la adrenalina, la dopamina, la VP, la serotonina, la ET o
la trombina. El receptor AT, presenta siete dominios transmembrana, localizandose el
grupo carboxi-terminal en el citoplasma y el grupo amino terminal glicosilado en el

espacio extracelular (Figura 10). La AlI se une a la superficie externa de los dominios 2
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y 3 y activa al receptor AT;. El lazo intracelular que une los dominios 5y 6 y la porcién
carboxi-terminal constituyen la zona de acoplamiento y de regulaciéon de la proteina
Gqo- Esta union activa la PLC que a su vez hidroliza el fosfatidil-4,5-bifosfato,
formandose inositrol-1,4,5-trifosfato (IP3;) y diacilglicerol (DAG). El IP; actiia sobre
receptores especificos localizados en la membrana del reticulo sarcopldsmico y facilita
la liberacion del calcio alli almacenado y la posterior entrada de calcio extracelular a
través de canales de calcio. El resultado final es un aumento de la concentracién
intracelular de calcio que puede ser inhibido por bloqueantes de los canales de calcio e

inhibidores de la PLC.
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Figura 10. Mecanismo de accion de la Angiotensina II a través de los receptores AT;.

El aumento de la concentracion de calcio intracelular a nivel del musculo
cardiaco aumenta la contractilidad y la frecuencia cardiaca, en el musculo liso vascular
aumenta el tono arterio-venoso y en la gldndula adrenal aumenta la sintesis de
aldosterona. A su vez, el DAG activa y transloca la proteina quinasa C hacia la
membrana celular donde estimula la fosforilaciéon de diversas proteinas, activa el
intercambiador Na'/H" y la PLA, que aumenta la sintesis de eicosanoides y en

particular de PGE,. Ademas favorece la expresion de diversos factores de transcripcion
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(Erg-1, c-fos, c-jun) y cierra distintos canales de potasio. Este ultimo efecto despolariza
la membrana y conduce a la activacion de canales dependientes de voltaje tipo-L, lo
que también produce un aumento de la contractilidad cardiaca y del tono vascular.
Ademas de los efectos mencionados, la estimulacion de los receptores AT, en el higado
o en la hipoéfisis puede activar proteinas Gj, que inhiben la actividad de la adenilato

ciclasa disminuyendo los niveles celulares de AMPc (de Gasparo et al., 2000).

El receptor AT, tiene siete dominios transmembrana tiene poca homologia
(34%) con el receptor AT, y la transduccion de la sefial no parece estar asociada a la
activacion de los fosfoinositoles o al incremento en la concentracioén intracelular de
calcio. La posibilidad de que la transmision de la sefial de los receptores AT, implique
la activacion de proteinas G no esta totalmente aclarada, pero si parece activar la
guanilato ciclasa. Ademas, la union de la All al receptor AT, conduce a la activacion de
la tirosina fosfatasa que inhibe la fosforilacion de diversas proteinas. Los receptores
AT, se expresan de manera marcada en tejidos embrionarios donde se supone que
median el remodelado organico a través de la apoptosis de las células innecesarias. Sin
embargo, la expresion de estos receptores en el adulto es bastante escasa, apareciendo
unicamente en situaciones patologicas como sitios de inflamacion, dafio tisular u otras
formas de estrés celular como en la hipertrofia cardiaca experimental, cicatrizacion de

heridas o isquemia (Zaman et al., 2002).

El receptor AT, es un receptor acoplado a proteinas G formado por muchas
subunidades, siendo la subunidad alfa la que alberga el sitio de union a A IV. Se
expresa en muchos tejidos como el corazdn, el rifion, la vasculatura, el timo, la vejiga, la
aorta, las adrenales y muchas zonas del cerebro (Zhang et al., 1999). Se ha descrito que
la angiotensina VI estimula la expresion de c-Fos en regiones del cerebro asociadas con
el proceso de conocimiento, también estimula c-Fos, c-Jun, and egr-1. La activacion del
receptor AT4 aumenta la expresion del inhibidor del activador de Plasmindgeno tipo 1

(PAI-1), un potente factor anti trombotico (de Gasparo et al., 2000).
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5.3. REGULACION DE LA SINTESIS DE ANGIOTENSINA 11

La regulacion de la sintesis de AIl depende en primer lugar de la actividad de la
renina sobre la Al y el angiotensindgeno, y en segundo lugar de la actividad de la ECA.
El principal mecanismo hormonal regulador de la sintesis de AIl depende de su
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de renina, el cual supone un autocontrol
del sistema ya que si se produce un aumento de la secrecion de renina y como
consecuencia de All, ésta es capaz de autorregular su sintesis bloqueando la secrecion
de renina.

La regulacién de la sintesis y liberacion de la renina es un factor decisivo para la
formacion de Al y por tanto de All, ya que la cantidad de angiotensindgeno disponible,
que es sintetizado por el higado, es practicamente constante y la reaccidon renina-
angiotensinogeno depende casi exclusivamente de la tasa de secrecion del enzima. Por
ello, el control de la secrecion de renina a través de diferentes mecanismos que se
describen a continuacion, junto con el de la ECA, es el principal punto de regulacion del
eje renina-angiotensina. Sin embargo, hay que sefalar la existencia de Sistemas Renina
Angiotensina locales donde ni el angiotensindgeno, ni la renina provienen del higado o

del aparato yuxtaglomerular y son capaces de regular el SRA circulante.

Macula densa

La estrecha asociacion anatomica que se observa entre la macula densa y las
células yuxtaglomerulares hizo pensar en la existencia de una relacioén funcional entre
ambos tipos de células. Las células de la méacula densa se localizan en la porcion tubulo
distal de la nefrona, al final del asa de Henle, y estan adyacentes a la arteriola aferente, y
células yuxtaglomerulares. Detectan las variaciones de flujo o de la concentracion de
solutos en el tabulo distal, modificando consecuentemente la liberacion de renina por
parte de las células yuxtaglomerulares. Vander propuso en 1967 que la secrecion de
renina aumenta cuando disminuye la concentracion tubular de NaCl y viceversa, lo que
indica que la secrecion de renina varia inversamente al contenido tubular de NaCl.

No se conoce muy bien el mecanismo por el cual las células de la méacula densa
median los cambios en la secrecion de renina, ni la sefial que actia como mediador entre
éstas y las células yuxtaglomerulares. Sin embargo, se ha descrito que las

prostaglandinas inducen la sintesis de renina a través del sistema calicreina-quinindgeno
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(Bailie et al., 1976). La adenosina es un inhibidor de la sintesis de renina. El aumento de
la actividad ATP-asa, necesaria para que se lleve a cabo el transporte de sodio por la
bomba Na'/K", tiene como consecuencia la hidrélisis de ATP y el incremento de la
produccion de adenosina en las células de la macula densa inhibiendo la liberacion de
renina (Spielman y Thompson, 1982). Otra teoria postula que la reabsorcion de fluido
en la region extracelular del mesangio podria expandir este espacio y actuar como un

mecanorreceptor que regularia la liberacion de renina.

Barorreceptor-presion de perfusion renal

Los primeros estudios que permitieron establecer una relacion entre la presion de
perfusion renal y la secrecion de renina fueron realizados por Goldblatt en 1934. Sin
embargo, fueron Tobian y cols. en 1959 quienes formularon por primera vez la
existencia de un mecanismo barorreceptor implicado en la secrecién de renina,
describiendo una relacion inversa entre ambos parametros, al demostrar que un aumento
de la presion arterial y por tanto de la presiéon de perfusion renal producia una
disminuciéon en el numero y contenido de granulos de renina de las células
yuxtaglomerulares. Asi, las mismas células yuxtaglomerulares se comportarian como un
barorreceptor sensible a las modificaciones de la presion intravascular o de la tension
transmural de la pared de la arteriola aferente, traduciendo estas modificaciones en
cambios en la secrecion de renina. Las variaciones de la presion de perfusion renal
también pueden alterar la tasa de filtrado glomerular (TFG) y por tanto la cantidad de
NaCl que llega al tubulo distal, afectando asi a las células de la macula densa. En
condiciones fisiologicas, por tanto, es posible que ambos mecanismos estén actuando
conjuntamente, sumando sus efectos para inhibir o estimular la secrecion de renina

(Sealey y Laragh, 1990).

Sistema nervioso simpatico

El sistema nervioso simpatico juega un importante papel regulando la secrecion
de renina en situaciones que requieren una respuesta inmediata como el ejercicio, el
cambio postural o la pérdida de volumen. Se ha observado que la inervacion de las
células yuxtaglomerulares es predominantemente simpatica (Barajas, 1979), y en

general, un incremento de esta actividad determina un aumento en la liberacion de
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renina (Vander, 1965). El aumento de la secrecion de renina producido por la
estimulacién nerviosa simpatica, o mediado por la noradrenalina se bloquea con
propanolol, lo que demuestra que los receptores [-adrenérgicos estan implicados en
dicha accion. La presencia de este tipo de receptores en las células yuxtaglomerulares,
junto con la observacion de que los agonistas 3-adrenérgicos estimulan la liberacion de

renina tanto in vivo como in vitro, parecen confirmar este hecho (Desaulles et al., 1978).

El papel de la estimulacion o-adrenérgica en el control de la secrecion de renina
no esté totalmente esclarecido, aunque la mayoria de los estudios realizados hasta ahora
apuntan hacia un efecto inhibidor; se le han atribuido tanto acciones inhibidoras como
estimuladoras sobre la secrecion de renina. Ademads, hay que tener en cuenta que la
estimulacion de la liberacion de renina mediada por la activacion de los receptores [3-
adrenérgicos se da en situaciones de un incremento moderado del tono simpético,
mientras que la inhibicion de la secrecion de renina a través de receptores o.-
adrenérgicos sOlo ocurre en situaciones elevada estimulaciéon nerviosa que pueden
afectar también a la hemodindmica y la funcion excretora renal. Estudios recientes
realizados en rifiones aislados y en cultivos celulares demuestran que los agonistas alfa

adrenérgicos son capaces de inhibir la liberacion de renina directamente.
Mediadores celulares

Los principales mecanismos implicados en la regulacion de la liberacion de
renina a nivel celular parecen ser el Ca*’, el AMPc y el GMPc. El aumento de la
concentracion intracitosolica de Ca®* en las células yuxtaglomerulares, asi como las que
producen renina, inhibe la secreciéon de renina y viceversa. Esta correlacion inversa
entre el Ca’" intracelular y la liberacion de renina se observa en presencia de
bloqueantes de la entrada de Ca®" extracelular, que estimulan la secrecion basal de
renina, o con ionéforos y agentes quelantes de Ca>*, que inhiben su liberacién. No se
conoce como las alteraciones en la concentracion citoplasmatica de Ca®" pueden
modificar la secrecién de renina, pero se piensa que este efecto inhibidor del Ca®*
intracelular estd mediado a través de su union a calmodulina (Hackenthal et al., 1990).

Existen algunos estudios que demuestran que inhibidores de la calmodulina
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incrementan la secrecion de renina y bloquean la accion inhibidora de la All sobre las
células yuxtaglomerulares.

El AMPc también es un mensajero intracelular importante para la secrecion de
renina. Compuestos como la forskolina, que estimulan la actividad adenilato ciclasa,
son capaces de incrementar marcadamente la liberacion de renina (Keeton y Campbell,
1980). Asimismo, tanto en estudios in vitro como in vivo utilizando anélogos de
AMPc, como el dibutiril-AMPc, se consigue aumentar la secrecion de renina. Por tanto,
la estimulaciéon de la secreciébn de renina por agentes como los agonistas f3-
adrenérgicos, la PGE,, la PGI,, la histamina o la dopamina se debe a que activan la
adenilato ciclasa e incrementan los niveles de AMPc en las células yuxtaglomerulares.
Sin embargo existen dudas sobre si las modificaciones de los niveles de AMPc en las
células yuxtaglomerulares pueden regular la liberacion de renina independientemente de
los niveles de Ca®" intracelulares, ya que el AMPc puede reducir los niveles de Ca*"
citoplasmatico en un gran numero de tejidos, estimulando su salida al exterior y su
entrada a los depositos intracelulares.

El GMPc es un segundo mensajero de gran relevancia en la regulacion del tono
vascular. Un aumento de los niveles intracelulares de GMPc, bien por la activacion de la
guanilato ciclasa soluble (GCs), o por la guanilato ciclasa particulada (GC,), produce la
relajacion del musculo liso vascular. Dada la relacion existente entre las células del
musculo liso vascular y las células productoras de renina, cabria esperar que la
liberacion de renina estuviera asociada con incrementos del GMPc en las células
yuxtaglomerulares. Se ha descrito ademas, que el GMPc puede activar la bomba de Ca**
dependiente de ATP en la membrana, disminuyendo asi la concentracion de Ca®"
intracelular y constituyendo un estimulo para la secrecion de renina. El NO, que
estimula la GC;, o el péptido natriurético auricular (PNA), que estimula la GC,, elevan
los niveles citosolicos de GMPc en las células yuxtaglomerulares y ejercen un efecto
inhibidor sobre la secrecion de renina. Sin embargo conviene resaltar que los resultados
obtenidos mediante la administracion de inhibidores de la sintesis de NO son en cierta
medida contradictorios, ya que al revisar la literatura se observan aumentos,
disminuciones o ninguna alteracion de la secrecion de renina. Esto parece ser
dependiente de las maniobras experimentales realizadas, asi como de las modificaciones
de la presion de perfusion renal, de la carga tubular de NaCl y de la activacion

simpatica.
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Se ha propuesto que el NO junto con el Ca*" podria ser la sefial que uniese los
cambios en la presion de perfusion renal con la secrecion de renina. Cuando aumenta la
presion de perfusion renal se produce una vasoconstriccion mediada por la entrada de
Ca®" extracelular al interior de las células musculares lisas, con objeto de aumentar la
resistencia vascular y mantener el flujo sanguineo renal constante (autorregulacion del
flujo sanguineo renal) a expensas de un aumento de la velocidad de flujo. Como
consecuencia se produce un aumento de las fuerzas de cizallamiento de la sangre sobre
las células endoteliales vasculares, que constituye uno de los principales estimulos
fisicos para la liberacion de NO por dichas células. Este factor puede difundir ademas
hacia las células yuxtaglomerulares aumentando la concentracion de GMPc e inhibiendo

la liberacion de renina.

5.4. ACCIONES DE LA ANGIOTENSINA 11

La utilizacién de antagonistas especificos de los receptores de angiotensina ha

permitido conocer las acciones de la A II a través de sus receptores especificos:

RECEPTORES AT,

Las principales acciones de la All a través de los receptores AT, (Zaman et al.,

2002) son:

e Vasoconstriccion (preferentemente coronaria, renal y cerebral)

e Retencion de Sodio (Aumenta la produccion de sodio)

e Inhibicion de sintesis de Renina (por retroalimentacion negativa)

e Retencidn de agua (liberacion de vasopresina)

e Hipertrofia de células miocardicas y CMLV

e Estimulacion de fibrosis miocéardica y vascular

e Inotropismo / contractilidad (miocardiocitos)

e Estimulacion del inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1)

e Estimulacion de formacion de anidon superdxido

e Activacion del sistema nervioso simpatico

e Aumento de la secrecidon de endotelina
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Figura 11. Principales acciones de la Angiotensina II a través de los receptores AT;.

Dichas acciones afectan a la homeostasis cardiovascular y renal y como
consecuencia participan en el desarrollo y mantenimiento de algunas patologias como la
aterosclerosis, la hipertension arterial (Figura 11), la insuficiencia cardiaca, el infarto de
miocardio, el infarto cerebral, la insuficiencia renal o la nefropatia diabética
(Timmermans et al., 1993). A continuacion vamos a ver mas detalladamente las
acciones de la All a través de los AT; en cada uno de los 6rganos que pueden verse

afectados.

Acciones renales

La AII ejerce una accién vasoconstrictora selectiva sobre la arteriola eferente
(Hall, 1986). Ello no implica que no se produzca vasoconstriccion aferente, ni que no
existan receptores a este nivel, sino que la accion vasoconstrictora de la All se
encuentra compensada por factores vasodilatadores como la PGI, y el NO, que ejercen

una accion protectora sobre esta arteriola, ante aumentos de la All. El hecho de que la
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AlI ejerza una vasoconstriccion funcional selectiva sobre la arteriola eferente, supone
una disminucion del flujo sanguineo renal (FSR) pero un mantenimiento de la tasa de
filtracion glomerular (TFG) (Romero y Knox, 1988). Por ello, la activacion del SRA es
importante para la regulacion de la TFG en situaciones como la ingesta baja de sodio, la
estenosis de la arteria renal o la insuficiencia cardiaca. La vasoconstriccion de la
arteriola eferente es un mecanismo indirecto por el que la AIl disminuye la natriuresis
(Figura 5), ya que el descenso del FSR sin cambios en la TFG va a aumentar la fraccion
de filtracion, produciendo una mayor reabsorcion de agua y electrolitos en el tabulo
proximal. Esto, a su vez, provoca la disminucién del volumen del fluido tubular que
llega a la porcion descendente del asa de Henle y por consiguiente permite que aumente
la osmolaridad de la médula renal y de la orina. Otro mecanismo indirecto por el que la
All ejerce su efecto antinatriurético es mediante la reduccion del flujo sanguineo
medular como consecuencia de su efecto vasoconstrictor sobre la arteriola eferente de
las nefronas yuxtamedulares y de los vasos rectos. Este efecto unido al incremento de la
osmolaridad intersticial medular, hace que aumente la capacidad de concentracion de la
orina (Hall et al., 1980, Hall, 1986a, Hall, 1986Db).

La AIl participa ademas en el proceso de autorregulacion renal, que consiste en
el mantenimiento del FSR y de la TFG cuando aumenta la presion de perfusion renal. Si
disminuye la presion arterial y por tanto, la presion de perfusion renal, disminuye la
presion hidrostatica glomerular y con ella la filtracion glomerular. Como consecuencia,
la concentraciéon de NaCl que alcanza la macula densa se reduce y ello supone la
activacion de la secrecion de renina y por tanto de All, que aumenta la vasoconstriccion
eferente elevando la presion hidrostatica glomerular y ayudando a mantener la TFG.

Las acciones tubulares de la AIl son principalmente la reabsorcion de sodio,
agua, bicarbonato y cloruro, dando lugar a una marcada diuresis, natriuresis y
cloruresis; evidenciando asi el importante papel de la All y de los receptores AT, en la
regulacion de la reabsorcion de fluido y electrolitos en el tibulo proximal (Cogan et al.,
1991). El efecto tubular de la AII sobre la reabsorcién de agua y sodio tiene una gran
importancia en el mecanismo de presion diuresis/natriuresis. Como se ha sefialado
anteriormente, el aumento de la presion de perfusion renal conlleva una disminucion de
la AII intersticial que afecta a la accion del péptido sobre la reabsorcion tubular de
sodio, por lo que esta disminuye y se produce el caracteristico aumento de diuresis y

natriuresis que acompafia al aumento de presion de perfusion renal.
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Acciones sobre la glindula adrenal

La AII es uno de los principales estimulos para la sintesis y liberacion de la
aldosterona en la zona glomerulosa de la corteza adrenal, aunque no es el tinico 6rgano
donde se libera ya que en corazon, cerebro y vasos también se expresa. Sin embargo, se
ha demostrado que pequefios aumentos de All intrarrenal a dosis no presoras, producen
cambios considerables de la natriuresis que no se acompafian de modificaciones de la
concentracion plasmatica de aldosterona (Kanagy et al., 1990). Por tanto, la
participacion de la aldosterona en la accidon antinatriurética de la AIl en condiciones
normales parece ser secundaria, aunque hay que destacar que la aldosterona contribuye
a evitar una pérdida excesiva de sodio y por tanto de retencion de agua, en situaciones
de una ingesta baja en sal. Ademas, la All actia también de forma indirecta a través del
sistema simpatico en la médula de la glandula adrenal, facilitando la liberacion de
catecolaminas por la médula adrenal e interfiriendo con la recaptacion de noradrenalina
por las terminaciones presinapticas. Cuando se inyecta AIl a través de las arterias
vertebrales, su efecto presor es mas acentuado que si se administra la misma dosis por
via sistémica, indicando su efecto a nivel del SNC y, mas concretamente, a nivel del

area postrema.

Acciones sobre el sistema nervioso central

En el SNC, la AlI participa en procesos tan diversos como los relacionados con
la memoria, la atencion, el comportamiento, la regulacion vasomotora, la secrecion de la
vasopresina, el mecanismo de la sed y la secrecion de ACTH (Phillips, 1987). En la
mayoria de estas areas se generan unas acciones relacionadas con la regulacion de la
presion arterial y del equilibrio hidroelectrolitico, interaccionando con distintos
neurotransmisor como las catecolaminas, la acetilcolina, la dopamina, la serotonina y el
GABA. La AIl activa el eje adrenal en el SNC y aumenta la sintesis de vasopresina
generando un aumento de la resistencia arteriolar y un mayor gasto cardiaco. Ademas se
produce un aumento de la hormona antidiurética ADH cuyo principal efecto es la
reabsorcion de agua, asi como un aumento en la sensacion de sed, promoviendo la
ingesta de agua (Figura 5). Estudios in vitro e in vivo también han sugerido que la
liberaciébn de vasopresina por la All a través de los receptores AT; implica vias

catecolaminérgicas en el cerebro. Diversos estudios han puesto de manifiesto la relacion
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entre la AlI a nivel central e ingesta de sal. De hecho, se ha sugerido que el SRA central
es sensible a aumentos de la ingesta de sal en pacientes con sensibilidad a la sal y se ha
propuesto que las alteraciones de este SRA podrian contribuir a la llamada hipertension

sensible a la sal (de Gasparo et al., 2000, Zaman et al., 2002).

Acciones cardiacas

En el corazon la All, a través de los receptores AT, ejerce un efecto inotropico
y cronotropico positivo que conduce a un aumento del volumen minuto (Dzau et al.,
1993) y dichos efectos tienen lugar con cantidades de AIl que carecen de efecto
vasoconstrictor. También, la AIl generada localmente en el corazén participa en la
regulacion de la comunicacion entre cardiomiocitos y en la propagacion del impulso

cardiaco y en la regulacion del flujo coronario mediante un efecto vasoconstrictor.

Ademas del aumento de la contractilidad mediado por la AIl, también es
importante sefialar el efecto hipertrofico de la All en el miocardio independientemente
de su accion presora (Neyses et al., 1993). La hipertrofia ventricular izquierda y el
engrosamiento de la pared vascular, son fenomenos frecuentemente asociados a la
hipertension, y tienen notables repercusiones funcionales para determinados érganos
como el cerebro, el corazdn y el rifion. La activacion de los receptores AT, por parte de
la AII, contribuye de manera importante a la produccion de hipertrofia ventricular (HV).
La AII actua a través del TGF-B;, que ejerce una mayor influencia en la produccion de
matriz extracelular por los fibroblastos, sobre todo de colageno y fibronectina,
caracteristica del proceso de reparacion. La fibronectina es un indicador sensible de
cambios en el fenotipo de los fibroblastos cardiacos, y su presencia precede la
apariencia morfologica de fibrosis. Es probable que la Ang II sea reguladora indirecta
de la funcion de los fibroblastos cardiacos a través de factores de crecimiento
especificos, tales como el TGF-f, la osteopontina y la ET-1. El TGF-f} requeriria para
dicha accion factores de apoyo, tales como proteinas receptoras o activadoras. La OPN
parece ser un importante mediador del remodelado por All, y procede principalmente de
los cardiomiocitos. La ET-1, sintetizada por miocitos y fibroblastos estimula la
produccion de colageno I y III en las CMLV coronarias. Ademds la AIl regula la
degradacion del colageno atenuando la produccion de MMPs en los fibroblastos

cardiacos y aumentando la produccion de TIMP-1 (Tissue Inhibitor MetalloProteinase-
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1) por las células endoteliales (CE). Por otro lado, la AIl regula el sistema funcional
local miocitico de aldosterona que participa de forma muy importante en la fibrosis
cardiaca. La sobrecarga dindmica como consecuencia de la hipertension, es el principal
factor mecanico que afecta al miocardio, por lo que se considera que el crecimiento
miocardico en respuesta a una presion arterial elevada es un proceso adaptativo. Tanto
los factores mecédnicos como los humorales, promueven sefales intracelulares que
aumentan la expresion de protooncogenes como el c-Jun, c-Myc o el c-Fos que
estimulan la sintesis ulterior de proteinas actuando a tres niveles: codificando la sintesis
de factores de crecimiento, codificando la sintesis de receptores para los factores de
crecimiento y codificando la sintesis de factores de transcripcion (Komuro et al., 1988).
Todo ello conduce a una hipertrofia de los cardiomiocitos y a la aparicion de fibrosis
intersticial que lleva al desarrollo de la hipertrofia ventricular. Recientes estudios han
sugerido que la sobrecarga dindmica puede activar a los receptores AT;
independientemente de la generacion de All. Asi, se ha propuesto que la AIll y la ATV
podrian ejercer acciones independientes de las mediadas por All, a través de los
receptores AT;. Pero la alternativa mds interesante para explicar estos efectos es la
posible interaccion entre los receptores AT, y los receptores (-adrenérgicos (3-AR).
Recientemente, se ha descrito la heterodimerizacion entre los receptores AT, y los
receptores acoplados a proteina G, como los receptores B-AR, que se unen formando
complejos moleculares y que al bloquear los receptores AT, se puede inhibir la
sefalizacion a través de los receptores 3-AR. Este aspecto es de gran importancia si se
considera el uso de ARAII o 3 bloqueantes en el tratamiento de enfermedades como el
fallo cardiaco ya que la utilizacion de un antagonista podria bloquear mas de una ruta de

sefalizacion (Barki-Harrington et al., 2003).

Acciones vasculares

La AIl participa en la regulacion del tono vasomotor, del crecimiento cellular y
de apoptosis. Induce la acumulacion de colageno en los tejidos y la migracion celular.
Tiene caracteristicas proinflamatorias y estimula la produccion de factores de
crecimiento como el PDGF y vasoconstrictores como el ET-1. De esta forma es un
factor muy importante de la integridad anatomo-funcional de la pared arterial y en

procesos que regulan la presion arterial. Las acciones (multiples) de la Ang II estan
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mediadas por complejos sistemas de sefializacion que se activan al unirse la hormona a
su receptor (Touyz y Schiffrin, 2000).

La AIIl participa en la regulaciéon del tono vascular mediante su accion
vasoconstrictora del musculo liso vascular y por su accion facilitadora de la transmision
adrenérgica. La contraccion del musculo liso vascular estd principalmente regulada por
activacion del receptor y de las proteinas contractiles. En respuesta a estimulos
especificos la concentracion calcio libre citosolico aumenta y el catién se combina con
calmodulina, formando el complejo Ca*'-calmodulina que activa a la kinasa de la
cadena ligera de miosina (MLCK) que va a fosforilar a la cadena ligera de miosina,
permitiendo la formacion del puente cruzado de actina-miosina. El Ca®" intracelular
aumenta por liberacion del mismo desde el reticulo sarcoplasmico o por entrada a la
célula a través de los canales de Ca®*, como se ha descrito anteriormente (ver pagina 56
Fig. 10). El calcio se une a la calmodulina activando la kinasa de la cadena ligera de
miosina, que la va a fosforilar y promover la contraccion del musculo liso vascular
(Dzau, 1986). El aumento de Ca’’ intracelular junto con la PKC promueven la
expresion de factores de transcripcion tales como c-Fos, c-Myc y c-Jun, asi como la
transcripcion de factores de crecimiento como el PDGF-A o de TGF-f, todos ellos
vinculados a procesos fibréticos (Kanaide et al., 2003).

La AII induce crecimiento vascular en las CMLYV, las células endoteliales, los
fibroblastos o las células mesangiales. Este efecto estd mediado a través de los
receptores AT; que inducen la fosforilacion de las proteinas tirosin-kinasa de MAP
(MAPK) (Thomas et al., 2002). Como consecuencia de este crecimiento, se produce la
formacion de nuevos capilares o angiogénesis.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, alteraciones en la matriz
extracelular pueden inducir el desarrollo de las complicaciones vasculares. Asi, la
fibrosis vascular asociada a hipertension genera cambios en las arterias como la
produccion de colageno y fibronectina, destruccion de las fibras elasticas e hipertrofia
de las CMLV. Se ha descrito que tanto la AIl como el TGF-3 participan de manera
activa en la sefializacion que induce la acumulacion de matriz. De hecho, estudios en
modelos animales de dafio vascular, se ha observado la importancia de la AlI a través de
los receptores AT, en el proceso fibrotico (Brede and Hein, 2001, de Gasparo et al.,
2000, Mezzano et al., 2001, Ruiz-Ortega et al., 2001). Estas alteraciones de la estructura
vascular tienen importantes repercusiones no solo morfologicas, sino también

funcionales para diversos drganos como el corazon, el SNC vy el rifion.
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La AIl, junto con el estrés hemodindmico que se produce en la hipertension
arterial, es uno de los principales factores causantes de las alteraciones morfologicas de
la pared vascular (Heagerty, 1991). Las acciones de la All sobre el crecimiento de la
pared vascular dependen de la activacion de los receptores AT; en las células
musculares lisas. Es importante destacar que las sefiales intracelulares puestas en
marcha por la All, a corto plazo median la vasoconstriccion, pero a largo plazo
modifican la expresion génica promoviendo la sintesis de ADN y de proteinas. Se ha
demostrado que la AlI a través de la activacion de las rutas de la p38 MAPK y de la
p42/44 MAPK promueve una respuesta hipertrofica en las CMLV (Ushio-Fukai et al.,
1998). Como se ha mencionado anteriormente, la All también es capaz de estimular la
produccion y la accion de factores mitogénicos como el bFGF, el PDGF, el factor de
crecimiento tumoral (TGF-f), el VEGF o el CTGF que estimulan la proliferacion de las

c¢lulas musculares lisas y la sintesis de proteinas.

Acciones sobre el proceso aterogénico

Numerosas evidencias indican que la Al puede ser considerada como un factor
proaterogénico ya que influye en diversos mecanismos que participan en la iniciacion y
desarrollo de la aterosclerosis. La AIl bien directa o indirectamente mediante la
produccion de otros factores vasoconstrictores como catecolaminas, ET y TXA, que
producen un aumento de las resistencias periféricas y por tanto, de la presion arterial
(Heagerty, 1991, Lahera et al., 2000), produce un mayor estrés hemodinamico sobre la
pared vascular favoreciendo el desarrollo de una lesion endotelial que es una pieza clave
en el inicio del proceso aterosclerdtico. Ademas, la activacion de los factores de
crecimiento de accidn local por la All, estimula la proliferacion y la migracion de las
células musculares lisas y la produccion de colageno, elastina y proteoglicanos por la
pared vascular, lo cual favorece la formacién de la lesion aterosclerdtica. Asimismo,
este péptido aumenta la formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno como
los aniones superoxido a través de actividades enzimdticas como la NADH/NADPH
oxidasa al estimular alguna de las subunidades de este complejo enzimdtico
(Rajagopalan et al., 1996). Este aumento del estrés oxidativo favorece también la
oxidaciéon de las LDL, con los consiguientes efectos deletéreos sobre la funcion

endotelial.
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La AIl juega también un papel clave en la respuesta inflamatoria que subyace al
desarrollo aterosclerotico a través de distintos mecanismos. En primer lugar, promueve
la adhesion de leucocitos al endotelio al inducir la expresion de moléculas de adhesion
como la selectina-P, ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales mediante la activacion
del factor de transcripcion nuclear kB (Kranzhofer et al., 1999). Asimismo, la AIl
promueve la infiltracion de células en la pared vascular no s6lo al aumentar la expresion
de citoquinas como la Proteina Quimiotactica de Monocitos 1, MCP-1 y la IL-8 (Bush
et al., 2000) sino también, al aumentar la permeabilidad vascular via PGs y factores de
crecimiento (Williams et al., 1995). En presencia de moléculas LDL oxidadas, la AIl
promueve la diferenciacion de los monocitos a macroéfagos y aumenta la expresion de
receptores para las LDL oxidadas como los receptores scavenger CD36 y los receptores
LOX-1 (lecitin-like) facilitando la formacion de células espumosas (Keidar et al., 1993).
Este octapéptido favorece, asimismo, la progresion de la lesion aterosclerdtica porque
va a participar en la migracion y proliferacion de las células musculares lisas
favoreciendo a su vez, el paso de fenotipo contractil a fenotipo sintético lo que
determina la produccidon de la matriz extracelular (colageno, elastina y proteoglicanos)
(Pratt y Dzau, 1993). Esto inicia la respuesta fibrotica en la neointima que da lugar,
finalmente, al remodelado de la pared vascular y la formacion de la capsula fibrosa que
recubre el nucleo lipidico y el tejido necroético.

La AII puede también participar en la inestabilidad de la placa y en la aparicion
de eventos agudos al favorecer la trombogenicidad de la misma alterando el balance de
coagulacion y fibrinolisis. La AIl activa la cascada de la coagulacion en los vasos
ateroscleroticos ya que induce el factor tisular que inicia el proceso de coagulacion al
unirse al factor VII activado (Dechend et al., 2000). Asimismo, se ha observado que
puede favorecer la produccion de otros factores implicados en la cascada de la
coagulacién como el fibrindgeno, la trombomodulina y el factor XII (Schmidt-Ott et al.,
2000). La AIl, ademas, favorece la activacion y la agregacion plaquetaria directa o
indirectamente. Directamente al estimular la produccion de TXA, y catecolaminas
(Arakawa, 2001). Por altimo, es importante destacar que la AIl puede modificar el
balance fibrinolitico ya que induce un rdpido aumento dosis-dependiente de los niveles
del inhibidor del plasmindgeno tisular tipo 1 (PAI-1) (Brown et al., 1998) al aumentar la
expresion del gen, reduciendo por tanto, la degradacion de fibrina. Este aumento puede
ser estimulado también por otros componentes del SRA como la AIV, que actua a través

de receptores especificos distintos de los que median las acciones de la AIl (Kerins et
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al., 1995). Por tanto, una activacion del SRA promueve un estado protromboético que
tiene su maxima relevancia cuando se rompe la placa de ateroma, favoreciendo las

complicaciones clinicas de dicho proceso.

Es importante mencionar que no so6lo la All juega un papel importante en el
desarrollo aterosclerdtico al estimular la mayor parte de los procesos implicados en el
mismo, sino que ademas se produce un aumento de los niveles de All en el desarrollo
aterosclerdtico. La hipercolesterolemia y las LDL oxidadas aumentan la produccién de
AlIl mediante el aumento de la actividad de la ECA. Este aumento se produce
especialmente en las zonas de las placas con un alto contenido de células inflamatorias
(Fukuhara et al., 2000). Estos datos sugieren que la All no solo favorece el desarrollo
aterosclerotico sino que la hipertension, siendo uno de los principales factores de riesgo

para su desarrollo, potenciaria las acciones de la All.

RECEPTORES AT,

La AIl a través de su unién con los receptores AT, ejerce unas acciones
diferentes a las ejercidas a través de los receptores AT 1. Estas son las siguientes (Zaman
et al., 2002):

e Inhibicion del crecimiento celular o antiproliferacion
e Promueve la diferenciacion celular

e Diferenciacion celular

e Reparacion de tejido

e Apoptosis

e Vasodilatacion

e Desarrollo renal y del tracto urinario

e Efecto protector frente a isquemia

Los receptores AT, inhiben el crecimiento celular, inducen apoptosis, participan
en procesos de antiproliferacion de células endoteliales coronarias, inhibicion de
neointima y diferenciacion celular. Ademas, estan vinculados al remodelado cardiaco
tras el infatro de miocardio. Se ha descrito que la estimulacion de los receptores AT, (in

vitro) induce la produccion de NO (con el consiguiente efecto vasodilatador), inhibe el
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crecimiento y proliferacion del musculo liso vascular y cardiaco, estimula apoptosis, y
promueve sintesis de la matriz extracelular (Henrion et al., 2001). Sin embargo, la
estimulacion cronica de los receptores AT, (in vivo) induce hipertrofia cardiaca y
fibrosis. De hecho, se ha descrito que en fibroblastos cardiacos localizados en las zonas
fibroticas de corazones insuficientes de ratas, hay una sobreexpresion de los receptores
AT, que ejercen accion anti-AT; durante la progresion de la fibrosis, inhibiendo el
metabolismo del coldgeno y el crecimiento de los fibroblastos, durante el remodelado
cardiaco (Ohkubo et al., 1997). Ademas de las acciones de la AIl a través de los
receptores AT, arriba expuestas, se ha descrito que pueden aumentar la sintesis de
prostaciclina en cultivo de adipocitos. El mecanismo que subyace a dicho efecto
permanece sin esclarecer asi como los mecanismos de otras tantas acciones. Sin
embargo, se han descrito varias rutas de sefializacion a través de las cuales, la All y los
receptores AT, ejercen algunas de sus acciones. Estas son la activacion las proteinas G
acopladas al receptor, de manera similar al mecanismo de los ATj; otra es la activacion
de las fosfatasas 2A de serina/treonina (PP2A) y la consiguiente apertura de los canales
rectificadores retardados de potasio; otra es la activacion de las fosfatasas de
fosfotirosina (PTP) citosdlicas que pueden cerrar los canales de calcio tipo T, a través
de la inactivacion o la activacion de manera temporal las MAPK, cuyo efecto inhibitorio
presumiblemente es a través de PP2A, MKP-1 u otras PTP mientras que la activacion es
a través de la fosfolipasa A,. Auln asi, todavia quedan muchos dudas sin resolver

respecto a los mecanismos (de Gasparo et al., 2000).

6. ANTAGONISTAS NO PEPTIDICOS DE LOS RECEPTORES AT, DE
ANGIOTENSINA 11

Teniendo en cuenta que la All participa decisivamente en el desarrollo y las
complicaciones de diversas patologias cardiovasculares y renales como la aterosclerosis,
la hipertension arterial, la insuficiencia cardiaca, la insuficiencia renal, etc, la inhibicion
de las acciones de la Al ha sido de gran importancia en el avance del tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares y sigue siendo uno de los objetivos primordiales de la
terapéutica cardiovascular y renal actual.

El primer antagonista de los receptores de AIl (ARAII) sintetizado fue la
saralasina, un antagonista peptidico de la All eficaz por via intravenosa (Pals et al.,

1971) y con efectos agonistas (Anderson et al., 1977, Castellion and Fulton, 1979).

72



Introduccion

Posteriormente se desarrollaron los antagonistas no peptidicos S-8307 y S-8308, que
carecian de los efectos agonistas de la saralasina y otros como el EXP9654, el EXP9270
y el EXP9020, que eran capaces de reducir la presion arterial al ser administrados por
via intravenosa y eran mas eficaces que la saralasina al ser administrados oralmente.
Después de numerosos cambios en la estructura y disefio de estos compuestos, se
desarroll6 el primer antagonista de naturaleza no peptidica de la All, selectivo y activo
por via oral (Rhaleb et al., 1991, Timmermans et al., 1991), losartan, que fue aprobado
para su uso terapéutico en 1995. A partir de entonces se han desarrollado mas

antagonistas derivados del bifenil-metil o tienil-metil de acido acrilico.

6.1. MECANISMO DE ACCION DE LOS ARAII

El principal mecanismo de accion de los antagonistas de los receptores AT, es la
inhibicion de la activacion de estos receptores por la AIl. Como consecuencia quedan
inhibidas de manera selectiva la mayoria de las acciones clasicas de la All
anteriormente citadas. Hay que destacar que estas acciones no son consecuencia de un
efecto de los antagonistas de los receptores AT, sobre otros tipos de receptores, ya que
son altamente selectivos y se ha demostrado que no son capaces de desplazar a ligandos
que se unen a canales de calcio, receptores adrenérgicos, muscarinicos, dopaminérgicos,
serotoninérgicos, opioides, histaminérgicos, etc. Los efectos anteriores son muestra de
la implicacion de los receptores AT; como estimuladores o potenciadores de la
liberacion de otros agentes.

Las acciones de los ARAII se deben al bloqueo de una serie de sefales
intracelulares como el aumento de la concentracion de calcio intracelular, previniendo la
vasoconstriccion en las células musculares lisas y la secrecion de aldosterona por las
células de la corteza adrenal. Asimismo, la accién vasoconstrictora de la All se puede
bloquear actuando sobre diferentes mecanismos: inhibiendo la activacion de la PLA; y
la PLD, responsables de la produccion de prostaglandinas vasoconstrictoras (PGE,);
bloqueando la reduccion de los niveles de AMPc; y disminuyendo la concentracion de
calcio intracelular originado a partir de la activacion de la PLC. Ademas, la via de
sefales intracelulares de las MAP kinasas (Proteina Mitogénica Activada), sufre una
disminucién de su actividad siendo responsable de los efectos antiproliferativos y
reductores del crecimiento celular de estos fdrmacos. En esta accion disminuye la

fosforilacion de numerosas proteinas, asi como la activacion de MAPK y la expresion
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de diferentes protooncogenes (c-Fos, c-Jun y c-Myc) que estimulan la sintesis de
factores de crecimiento y de transcripcion (Berk y Corson, 1997).

Recientemente se ha destacado otro posible mecanismo de accion de los ARAII
que involucra una acciéon antioxidante. Como se ha sefalado, el aumento de la
produccion local de especies oxidantes del oxigeno, tiene un papel clave en Ia
inactivacion del NO y por tanto en el desarrollo de la disfuncion endotelial. Los ARAII
reducen la produccion de aniones superdxido en diversos modelos experimentales de
hipertension y aterosclerosis, mediante la disminucion de la expresion y actividad de
enzimas como la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa, contribuyendo de esta manera al
aumento de la disponibilidad del NO y a la mejora de la funcidon endotelial en dichas
situaciones (Cediel et al., 2003, Sanz-Rosa et al., 2005).

En los ultimos afios se ha discutido sobre la posible implicacion de los
receptores AT, en los efectos de los antagonistas de los receptores AT;. Se ha propuesto
que aunque la afinidad de la AII por estos tltimos es mucho menor que por los AT, en
presencia de antagonistas de estos receptores, la All podria unirse a los receptores AT,
y activar las acciones relacionadas con éstos. Como dichas acciones parecen ser en
general opuestas a las de los receptores AT, se ha propuesto que parte de las acciones
observadas en presencia de antagonistas de los receptores AT, podrian también tener un
componente dependiente de AT,. Diversos resultados experimentales han puesto de
manifiesto que el bloqueo de los receptores AT, disminuye los efectos de los
antagonistas de los AT; como la disminucién de la presion arterial, el aumento del flujo
sanguineo renal de la diuresis y natriuresis y la disminucion de la hipertrofia vascular en
modelos experimentales de hipertension. La activacion de los receptores AT, parece
estimular la sintesis de NO y el aumento de la concentracion de GMPc, asi como la
estimulacion de la fosfotirosina fosfatasa implicada en la inhibicion de la proliferacion
celular (de Gasparo y Levens, 1998).

El antagonismo de los receptores AT, no sélo tiene relacion con los procesos
relacionados con la hipertension como el aumento de resistencias periféricas y las
alteraciones de la funcion renal, sino también y en los tltimos afios se ha demostrado un
posible papel en la inhibicion del desarrollo aterosclerdtico y en sus complicaciones, asi
como en el equilibrio fibrinolitico (Oubina et al., 2002). Los resultados obtenidos hasta
ahora son en modelos experimentales de aterosclerosis (Strawn et al., 2000), que
demuestran claramente una reduccion del tamafio de la lesion y la estabilizacion de la

placa de ateroma, como consecuencia de una disminucién de todos sus componentes,
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células espumosas, células musculares, contenido lipidico y matriz extracelular (las

Heras et al., 1999).

6.2. EFECTOS FARMACOLOGICOS DE LOS ARAII

Los antagonistas no peptidicos de los receptores de All se pueden dividir en tres
grupos: aquellos que bloquean selectivamente los receptores AT, los que bloquean los
receptores AT, y los que antagonizan de manera similar los dos tipos de receptores. Los
del segundo tipo se desarrollaron inicialmente con la esperanza de encontrar algiin uso
terapéutico, sin embargo todavia no se conoce ningin proceso o mecanismo patologico
que pueda hacer util, desde el punto de vista terapéutico, el bloqueo de los receptores
AT,, por lo que este tipo de antagonistas se han quedado como meras herramientas de
investigacion. Los actuales antagonistas no peptidicos de los receptores AT; muestran
una afinidad por estos receptores unas 10.000 veces mayor que la que tienen por los
receptores AT,.

Varios estudios realizados en animales y en pacientes hipertensos han mostrado
que el tratamiento antihipertensivo fue capaz de mejorar la relajacion endotelio
dependiente y reducir el engrosamiento de la pared arterial (Rizzoni et al., 1998,
Rodrigo et al., 1997, Schiffrin et al., 2000, Schiffrin and Deng, 1995, Thybo et al.,
1995). A pesar de ello, la mera reduccion de la presion arterial elevada no parece ser el
unico mecanismo responsable de los efectos beneficiosos de los farmacos
antihipertensivos. De hecho tanto los inhibidores de la enzima conversora de
angiotensina como los antagonistas de los receptores de angiotensina II han demostrado
ser los farmacos antihipertensivos mas eficaces a la hora de mejorar la disfuncion
endotelial y el remodelado vascular (Rizzoni et al., 1998, Rodrigo et al., 1997, Schiffrin
et al., 2000, Schiffrin y Deng, 1995, Thybo et al., 1995). Los mecanismos responsables
de estos efectos beneficiosos ejercidos por los IECAs y ARAIIs sobre la disfuncion
endotelial han sido ampliamente estudiados, generando una variedad de resultados,
incluyendo el aumento en la disponibilidad de NO y una reduccioén de la produccion
vascular de anion superdxido (Cachofeiro et al., 1995, Gibbons, 1997, Mombouli y
Vanhoutte, 1999, Munzel et al., 1997, Rizzoni et al., 1998, Rodrigo et al., 1997,
Schiffrin et al., 2000, Schiffrin y Deng, 1995, Thybo et al., 1995).

Diversos estudios han demostrado que los ARAII son capaces de reducir la

morbilidad y mortalidad cardiovascular en situaciones de hipertension, diabetes e
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insuficiencia cardiaca. Por ejemplo, el estudio LIFE (Losartan Intervention For
Endpoint reduction in hipertension) demostré que para un mismo control de la presion
arterial, el antagonista de los receptores tipo 1 de Angiotensina II, Losartan, era superior
a la hora de reducir los objetivos cardiovasculares, principalmente el ictus, frente al
antagonista de los adrenoreceptores 3, Atenolol (Dahlof et al., 2002). Posteriormente,
en el estudio sobre el conocimiento y pronodstico en el anciano, SCOPE, se concluyo
que en pacientes ancianos hipertensos tratados con Candesartan, experimentaban una
ligera reduccion de la presion arterial respecto de aquellos que fueron tratados con el
diurético, hidroclorotiazida, y que esa reduccion se asociaba con una modesta y no
significativa reduccion de los principales eventos cardiovasculares y con una marcada
disminucién en la incidencia de accidentes cerebrovasculares no fatales (Lithell et al.,
2003). Pero no todos los ensayos clinicos muestran resultados positivos a favor de los
ARALIL Por ejemplo, en el estudio VALUE, donde se compard Valsartan con el calcio
antagonista Amlodipino, los pacientes tratados con el ARAII sufrieron mas casos de
infarto de miocardio y de ictus en lugar de estar mejor prevenidos. Por otro lado, en el
grupo de pacientes tratados con Valsartan hubo menos casos de desarrollo de Diabetes
que en los pacientes tratados con Amlodipino. Ante estos resultados no pareceria
aconsejable el uso de ARAII, sin embargo, los investigadores sugieren que estos
resultados negativos son fuente de un mal control de la presion arterial, ya que en todo
momento el grupo de pacientes tratados con Valsartan tuvo como media 2 mm de Hg
mas elevada la PAS que el resto de pacientes (Julius et al., 2004). Recientemente, en el
estudio CHARM Alternativo se demostrd que Candesartan estaba bien tolerado en
aquellos pacientes con intolerancia previa a otro inhibidor del SRA. Ademas en
pacientes con insuficiencia cardiaca crénica y sintomatica e intolerancia a IECA, el
tratamiento con Candesartdn redujo la morbimortalidad cardiovascular. En pacientes
tratados con IECAS y B-bloqueantes, la incorporacion de Candesartan a la terapia,
reducia de manera importante la morbimortalidad cardiovascular en pacientes con fallo
cardiaco (CHARM Adicional). Este beneficio se obtenia con pocos efectos adversos,
aunque existia un aumento en el riesgo de hipotension, hiperkalemia y disfuncion renal.
Finalmente, el CHARM preservado ponia de manifiesto que el bloqueo de los
receptores tipo 1, con Candesartan, reducia de manera significativa las hospitalizaciones
por insuficiencia cardiaca y prevenia el desarrollo de Diabetes Mellitus (Pfeffer et al.,

2003).
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Objetivos

Teniendo en cuenta que la hipertension se asocia a dafio vascular y que la
angiotensina II parece jugar un importante papel en este dafo, el objetivo general del
presente trabajo es profundizar en los mecanismos que participan en las alteraciones
estructurales, funcionales e inflamatorias asociadas a la hipertension en ratas. Para

llevar a cabo este objetivo se estudiardn los mediadores de:

1. El remodelado vascular
La reactividad vascular

El estrés oxidativo

hall A

El proceso inflamatorio vascular

Asimismo, se estudiard el papel de la angiotensina II en las alteraciones
asociadas a la hipertension anteriormente mencionadas, mediante el tratamiento cronico

con un antagonista de los receptores AT de angiotensina II.
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1.-ANIMALES, DIETA'Y TRATAMIENTO

Se utilizaron ratas macho espontaneamente hipertensas (SHR, n=18) y sus
controles normotensos, ratas Wistar Kyoto (WKY, n=18) (Harlan Interfauna Ibérica,
S.L. Barcelona, Espafia) de 22 semanas de edad. Las ratas estuvieron en instalaciones
adecuadas con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, bajo condiciones de temperatura
controlada y con acceso libre al agua y alimento (dieta estandar, A. 04 Panlab,
Barcelona, Espafia). Las ratas se trataron con Candesartan-cilexetil (en adelante
candesartan; AstraZenecaSpain S.A.) a una dosis de 2 mg/Kg/dia en el agua de bebida
durante 10 semanas. La elecciéon de la dosis de candesartan se realizd en base a
experimentos pilotos y revision bibliografica (Yoshiyama et al., 1999) con objeto de
obtener un efecto antihipertensivo moderado en las ratas hipertensas. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con la normativa de la Union Europea para el

tratamiento €tico de los animales de experimentacion.

2.-MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL

La presion arterial sistdlica se midié de manera indirecta en la arteria caudal de
la cola de las ratas mediante un método pletismografico (Narco Bio-Systems, Houston,
TX, USA). Diez dias antes de comenzar el experimento se acostumbraron a las ratas
diariamente al proceso de la medida de la PAS (Presion arterial sistolica). El
procedimiento fue el siguiente, las ratas se colocaban en sus jaulas dentro de una
habitacién con una temperatura mantenida de 28° C durante 2 horas. Transcurrido ese
tiempo se les media la PAS sin llegar a inmovilizarlas totalmente para evitar que los
animales se estresaran. Una vez acostumbradas las ratas al proceso de medida, se
determind la PAS. El valor de la PAS fue la media aritmética de la toma de ocho

medidas sucesivas en dos dias consecutivos y a la misma hora.

Con objeto de validar el método de medida indirecta de la PAS, se compar6 ese
método con uno de medida directa. Se tomaron al azar una serie de animales de los
distintos grupos (n=7) a los que se les implant6 un catéter en la arteria femoral. Dos
dias después de la intervencion se conectaron a un transductor de presion (modelo

P23XL, Spectromed, Oxnard, CA, USA) que estaba acoplado a un poligrafo (7E, Grass
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Instruments, Quincy, MA, USA) para registrar la PAS directamente en la rata
consciente. La comparacion de ambos métodos mostrd una correlaciéon media de todos
los experimentos del 93 + 3 % entre los valores determinados por medida directa y los

obtenidos de manera indirecta.

3.-FUNCION VASCULAR

La aorta toracica se disecd, se extrajo y se sumergid en una solucion
bicarbonatada de Kreb’s oxigenada y fria que tenia la siguiente composiciéon en mmol/L
: NaCl 118.5, KC14.7, CaCl, 2.8, KH,PO4 1.1, NaHCO; 25.0 y glucosa 11.1. La grasa 'y
el tejido conjuntivo adherido a la adventicia se eliminaron cuidadosamente.
Posteriormente, la arteria se secciond transversalmente en segmentos de
aproximadamente 3 mm de longitud. Los anillos aorticos se colocaron en bafos de
organos que contenian 5 mL de Krebs a una temperatura de 37°C y se montaron entre
dos alambres rigidos de acero (150 um de didmetro) que se introducian por la luz
arterial con cuidado de no producir estiramientos en el vaso ni danar el endotelio. Uno
de los alambres permanecia fijo a al pared del bafio y el otro, paralelo al anterior, se
conect6 a un transductor de fuerza (modelo FT03, Grass) que se encontraba acoplado a
un sistema computerizado (Mc Lab 8E, AD Instruments) con el objeto de registrar los
cambios en la tensiébn isométrica desarrollados. El medio de incubacion era
continuamente oxigenado con una mezcla gaseosa de 95% de O, y 5% de CO, que
proporcionaba un pH final fisiologico entre 7,4y 7,6.

Los segmentos arteriales se equilibraron a una tension inicial de 2 g,
reajustandolos a esta tension y cambiando el medio de incubacidn con una frecuencia de
15 minutos, hasta que transcurrido un periodo de 60-90 minutos los anillos se
estabilizaron a dicha tension basal. En estudios previos se comprobd que la tension
basal de 2 g era la Optima para la expresion de la contraccion inducida por cloruro
potasico (KCI) en anillos de aorta de SHR. La presencia de un endotelio funcional se
comprobé al final de cada experimento valorando la vasorelajacion inducida por 107
mol/L de Ach. Todos los anillos que no presentaban respuesta vasodilatadora a Ach

fueron eliminados.
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3.1. Respuesta vasoconstrictora

Se estudid la respuesta inducida por concentraciones crecientes de KCl (10-80
mmol/L) en anillos aoérticos con endotelio para valorar si se producian alteraciones en
los mecanismos contractiles generales de las células de musculo liso vascular.

Se estudid la vasoconstriccion a un agonista de los receptores a,-adrenérgicos
como es la fenilefrina (FE; 10°-10° mmol/L) en anillos aodrticos con endotelio.
Asimismo, se evalud la respuesta vasoconstrictora dependiente de receptor en anillos
aorticos con endotelio, inducida por angiotensina I y II (Al y AI;10°® mmol/L). Se
utilizé una sola concentracion de Al 'y All para evitar el efecto taquifilactico.

La contraccion dependiente de endotelio inducida por la acetilcolina (10°-10™
mmol/L) en presencia de un inhibidor de la sintesis de NO, L-NAME (10™* mol/L) se
realiz6 en anillos adrticos con endotelio con objeto de estudiar la liberacion de los
factores vasoconstrictores derivados de endotelio, EDCFs endogenos. La Ach a
elevadas concentraciones ademas de estimular la liberacion de NO, PGI, y EDHF en las
células endoteliales, también es capaz de producir la liberacion de EDCFs,
principalmente de TXA; y/o PGH,. Para poder estudiar adecuadamente la contraccion a
dichos agentes es necesario inhibir la sintesis de NO, ya que éste es el principal factor
liberado por la Ach en aorta y debido a su accion vasodilatadora puede enmascarar la
contraccion inducida por estos EDCFs (Auch-Schwelk et al., 1992,Kung and Luscher,
1995)

3.2. Respuesta vasodilatadora

Los anillos con endotelio se contrajeron previamente con fenilefrina (FE; 5x107-
5x10°® mol/L) hasta alcanzar una contraccion submaxima (entre el 60-70 % de la
respuesta maxima) y estable, necesaria para realizar las curvas de concentracion -
respuesta a la Ach (10"'-10® mol/L), a un agonista de los receptores B-adrenérgicos,
Isoproterenol (ISO;10°-10° mol/L), y a un donador de NO, Nitroprusiato Sédico (NPS;
10"°-107 mol/L).
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3.3. Reactivos quimicos utilizados

e Angiotensina I y I (Sigma Aldrich Quimica)

e C(Clorhidrato de NG—Nitro—L—Arginina metil ester (Sigma Aldrich Quimica)
e Cloruro de acetilcolina (Sigma Aldrich Quimica)

e (Cloruro calcico (Panreac)

e Cloruro de fenilefrina (Sigma Aldrich Quimica)

e Cloruro Potasico (Merck)

e Cloruro sodico (Panreac)

e Dihidrégeno carbonato de sodio (Panreac)

e Dihidrogeno fosfato de potasio (Panreac)

e Nitroprusiato sddico (Sigma Aldrich Quimica)

Los reactivos se disolvieron en agua destilada a una concentracién inicial de 107
mol/L, y se almacenaron a una temperatura de -20°C. En el momento de su utilizacion,
se prepararon diluciones en solucion Krebs de cada uno de los reactivos, teniendo en
cuenta que el volumen final era de 5 mL que corresponde con el volumen que contiene
el bafio de o6rganos. De esta manera de obtiene la concentraciéon molar final de cada uno

de los reactivos que aparece indicado en los apartados previos.

4. MEDIDAS DE MARCADORES INFLAMATORIOS

La sangre se recogidé en tubos heparinizados. Los plasmas se separaron tras
centrifugar los tubos a una velocidad de 3000 rpm durante 15 minutos y a una
temperatura de 4°C. Posteriormente se hicieron alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta

su posterior utilizacion.
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4.1. Concentracion plasmatica de Interlequina 1P (IL-1PB), Interlequina 6 (IL-6),
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Interferon gamma (IFN-y) y Proteina C
Reactiva (PCR).

La concentraciéon plasmatica de los parametros inflamatorios IL-1p, IL-6, TNF-
a e IFN-y se midieron utilizando kits comerciales (R&D Systems, Inc. Minneapolis,
USA). Estos ensayos emplean una técnica cuantitativa de ensayo inmunoenzimatico en
microplacas de 96 pocillos. Se anadieron 50 puL de plasma a los pocillos previamente
cubiertos con anticuerpos especificos de IL-1f, IL-6, TNF-a e IFN-y, respectivamente.
Se incubaron las muestras durante un tiempo de 2 horas a temperatura ambiente. Tras la
incubacion de los plasmas con los anticuerpos se lavaron los pocillos para eliminar
cualquier unién inespecifica. A continuacion, se afiadié un conjugado formado por un
anticuerpo policlonal que reconoce a la citoquina especifica y que esta acoplado a una
enzima que cataliza una reaccion colorimétrica. Posteriormente se afiadio el sustrato de
la reaccion y se generd un color azul que cambi6 a amarillo cuando la reaccion finalizo.
La intensidad del color medido fue proporcional a la cantidad de citoquina unida al
anticuerpo. La placa se analiz6 en un lector de Elisa a una longitud de onda de 450 nm y
con un filtro diferencial de 570 nm. Las absorbancias obtenidas se extrapolaron en la

curva estandar para calcular la concentracion que se expreso en pg/mL.

La proteina C reactiva (PCR) se midi6 mediante un test inmunoturbidimétrico
(Sigma Diagnostics Ref. 371, Sigma-Aldrich Quimica, St. Louis, USA). La muestra de
plasma se mezcla con una solucidon tamponada y un anticuerpo anti-PCR de cabra. Se
produce un agregado insoluble que genera un aumento de turbidez en la solucidén que es
proporcional a la cantidad de proteina C reactiva de la muestra. Este ensayo se realizd
en un autoanalizador Hitachi 912 (Roche Diagnostics) y los resultados se expresaron en

mg/dL.
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5. EXPRESION GENICA

5.1. Extraccion de ARN

Las aortas toracicas congeladas de rata se pulverizaron con un mortero de acero

inoxidable y siempre en contacto con Nitrégeno liquido. Inmediatamente después, se

pesaron 100 mg de tejido pulverizado y se homogenizaron con 1 mL de Tri-Reagent

(Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, OH, USA) utilizando un homogenizador

Potter de vidrio-teflon. Tras una centrifugacién de 10 minutos a una velocidad de 12000

g a 4°C, se recogio el sobrenadante y se procedio a extraer el ARN segin el método de

fenol cloroformo propuesto por Chomezynski (Chomezynski, 1993). El protocolo es el

siguiente:
1. Se afiade 0.2 mL de Cloroformo a cada tubo que contiene el sobrenadante.
2. Se homogeneizan al Vortex durante 15 segundos.
3. Se dejan a temperatura ambiente durante 15 minutos.
4. Se centrifugan los tubos a 12000 g durante 15 minutos a 4° C.
En este paso se crean dos fases:
Fase Acuosa Sin Color ARN
Interfase Fenol-Cloroformo ADN
Fase Organica Roja PROTEINAS
5. Se toma la fase acuosa y se afiaden 0.5 mL de isopropanol para precipitar el
ARN.
6. Se deja temperatura ambiente durante 10 minutos.
7. Se centrifugan los tubos a 12000 g durante 8 minutos a 4° C. Aparecera un pellet
blanco que es el ARN precipitado.
8. Se elimina el sobrenadante.
9. Selava el ARN anadiendo al pellet ImL de etanol 75% y se agita al vortex.

10. Se centrifugan los tubos a 7500 g durante 5 minutos a 4° C.

11. Se elimina el etanol del lavado.

12. Se deja secar el pellet de ARN al aire durante 5 minutos.
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13. Se disuelve el pellet de ARN en H,O con DEPC al 0.1% pasandolo por la pipeta
varias veces y se incuba 15 minutos a 55° C. Seguidamente se introduce en hielo
rapidamente.

14. Se alicuota y se almacena a —80° C.

Posteriormente los ARN se cuantificaron midiendo la densidad 6ptica a 260 nm
utilizando un espectrofotometro (BioPhotometer, Eppendorf, Germany). Este método se
basa en la ley de Lambert Beer, por la cual a partir de una longitud de onda
determinada, un coeficiente de extincidn molar establecido, asi como la distancia
recorrida por el haz de luz al atravesar la cubeta de medicion, se puede determinar la
concentracion de una sustancia disuelta en un liquido.

Abs= [c] xex]

Siendo:

Abs, la absorbancia obtenida al medir a una longitud de onda de 260nm
g, el coeficiente de extincion molar; para ARN es 40

1, la longitud recorrida por el haz de luz. En este caso 1 cm.

Seguidamente, 2 ug de ARN de cada una de las muestras se separd o fracciond
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en una solucién tamponada de
TAE 1x y con un 0.5% (v/v) de bromuro de etidio para comprobar su integridad. La
electroforesis se realizé a un voltaje constante de 50 voltios durante 1 hora y media. Una
vez terminada la electroforesis, el gel se visualizo en un sistema de documentacion de
geles.

Este dispositivo es una combinacion de un transiluminador que genera luz
ultravioleta y una camara digital acoplada a un soporte informatico para digitalizar las
imagenes. El bromuro de etidio es un compuesto que se intercala en las hebras de acido
nucleico, ya sea ADN, ADNcopia o ARN. Al incidir sobre ¢l la luz ultravioleta, el
bromuro de etidio emite fluorescencia. Por tanto, cuando se coloca el gel de agarosa
sobre un transiluminador Unicamente se van a visualizar aquellas moléculas de acidos
nucleicos que estén unidos a bromuro de etidio. Generalmente al chequear el ARN en
geles de agarosa se van a visualizar dos bandas mayoritarias correspondientes a ARN
ribosdmico que son la fraccion 28 S y la 18 S respectivamente (la S es la unidad de
sedimentacion llamada Svedverg y el coeficiente de sedimentacion es caracteristico de

cada particula, asi cuanto mayor sea la particula a sedimentar, mayor sera su coeficiente
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especifico). Una vez comprobada la integridad del ARN extraido, se procedidé a
congelarlos a —20°C hasta su utilizacion. Si por el contrario existia degradacion, se

procedia a su eliminacion.

5.2. Sintesis de la sonda de la NOSe

El ADN copia de la 6xido nitrico sintasa endotelial (NOSe) se obtuvo por Retro
Transcripcion seguido de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, RT-PCR, a partir de
100 ng de ARN total. Los oligonucleétidos o cebadores (primers) se disefiaron,
utilizando la informacion gendmica del banco de genes y las herramientas de la
busqueda local de alineamiento bésico para secuencias de nucledtidos, BLAST (NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ), y se sintetizaron (TIB MOLBIOL, Alemania). Las
secuencias de los oligos fueron 5’GGCATCACCAGGAAGAAGAC 3’ (sentido) y
5’CGAACACACAGA ACCTGACC 3’ (antisentido). El tamafio flanqueado por estos

primers fue de 485 pares de bases (pb). Tras una electroforesis en gel de agarosa 1% en
solucion tamponada TBS 1x y con 0.5% de bromuro de etidio, la banda que aparecié a
esa altura se extrajo mediante un proceso de purificacion de dcidos nucleicos a partir de
geles de agarosa (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN). Tras la secuenciacion y
comprobacion de que el inserto pertenecia al gen de la NOSe, éste se fusiond con un
vector de clonaje pGEM-T easy vector (Promega CO. Madison, WI, USA). La razén
por la cual se realiza esta fusion es para que al introducir el vector en bacterias, estas
generaran una gran cantidad de replicas del vector, lo que comunmente se denomina
clonaje. Para la clonacion se utilizaron células competentes una cepa de Escherichia
Coli, la cepa DH5-a. La transformacion de las mismas se consiguié con un choque
térmico de 42°C. Tras el crecimiento y seleccion de las colonias transformadas en medio
solido con ampicilina y B-galactosidasa, el ADN plasmidico se extrajo y se secuencio.
Una vez realizada esta comprobacion, las bacterias transformadas se crecieron en medio
liquido LB (Medio Luria-Bertiani; Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L y extracto de levadura
5 g/L, pH 7.0) con ampicilina. E1 ADN plasmidico se extrajo y fue digirié con la enzima
de restriccion ECO RI (Amersham Pharmacia Biotech, Europe). Posteriormente se
separd el inserto del plasmido por electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) en
solucion tamponada TBS 1x y al 0.5% (v/v) de bromuro de etidio. EI ADN copia se
extrajo del gel (QIAquick gel extraction, QIAGEN Ltd, UK) y cuantificé midiendo la

90


http://www.ncbinlm.nih.gov/

Meétodos

densidad optica a 260 nm utilizando un espectrofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorf,

Germany).

5.3. Transferencia Northern

Diez microgramos de ARN total de aorta se utilizaron para realizar una
electroforesis en gel de agarosa con 1% de formaldehido. Después de tres horas a 50 V,
se realizaron lavados repetidos de H,O-DEPC, NaOH 50mM y SSC 10x. Los ARNs
fueron transferidos a una membrana de Nylon Hybond" (Amersham Pharmacia Biotech,
Europe). Tras la transferencia la membrana se expuso a la luz ultravioleta en un
crosslinker (BioRad) para fijar covalentemente el ARN a la misma, y se incub6 a 42°C
con la solucién de pre-hibridacion Ultra-Hyb (Ambion Inc. Austin, USA). E1 ADN
copia de 485 pb de la NOSe de rata fue marcada radiactivamente con P*? dCTP
(Nuclear Ibérica S.A. Spain) con un kit de marcaje de ADN aleatorio, Random Primed
ADN labelling kit (Boehringer Ingelheim GmbH, Germany), y se purificé para eliminar
la radiactividad inespecifica. La membrana se incub6 junto con 2x10° cpm (cuentas por
minuto) de la sonda marcada por mL de solucion de hibridacion, durante 24 horas.
Seguidamente se hicieron lavados con soluciones tamponadas a base de SSC 2x, 0.1%
SDS y SSC 0.1x, 0.1% SDS. Finalmente, la membrana se expuso a unas peliculas o
clichés fotograficos (Kodak X-OMAT films) en presencia de pantallas intensificadoras
y a una temperatura de —70°C. Las peliculas se revelaron y se escanearon y la cantidad
de radiactividad en las bandas se cuantifico en un densitometro PC IMAGE (Foster

Findlay, UK).

El mismo procedimiento de marcaje y visualizacion de las bandas se utilizo para
la deteccion del ARN de 28S. El ARN 28 S se clasifica como ARN ribosémico y forma
parte, ademas de otras moléculas, de la estructura de la subunidad mayor de los
ribosomas en organismos eucariotas. Este ARN se utiliza como control interno debido a
que su expresion génica en las células se mantiene constante. Una vez cuantificadas las
bandas, se calcul6 la relacion del gen diana respecto al gen constitutivo y se calcul6 el

porcentaje de cambio respecto a las ratas controles.

91



Meétodos

5.4. Sintesis de ADNcopia

La sintesis de ADNcopia (ADNCc) se realizd a partir de cinco microgramos de
ARN total. Se realiz6 una incubacion previa a 70 °C durante 5 minutos con 2 uM de
hexameros al azar tras la cual se enfrid en hielo. Posteriormente se afiadié una mezcla
de reaccion compuesta por 0.7 U de inhibidor de ARNasa, 25 mM de Tris-HCI (pH
8.3), 27 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de DTT, 0.4 mM de dNTP’s
(deoxinucleodtidos) y 2.5 U la enzima retrotranscriptasa MMLV  (virus de la leucemia
murina de Moloney) durante una hora a 37°C utilizando el kit comercial RTeasy
Reverse Transcription kit (Maxim Biotech. So. San Francisco, CA, U.S.A)).
Seguidamente se calentd a 95°C durante 10 minutos y se enfridé en hielo. Luego la

mezcla se completd con agua libre de ADNasa hasta un volumen final de 50 pl.
5.5. PCR Multiplex

Debido a los avances tecnoldgicos, las técnicas utilizadas en el laboratorio van
cambiando conforme pasa el tiempo. De ahi, que la metodologia utilizada para ver la
expresion génica del resto de parametros a estudiar sea distinta a la utilizada para la
NOSe. El cambio de técnica del Northern a PCR proporcion6 una mejor infraestructura,
un menor riesgo y una mayor rapidez para realizar estudios de expresion génica. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método sencillo y de gran utilidad para
amplificar unicamente ADN especifico a partir de una cantidad pequefia del mismo.
Consiste en tres pasos de incubacion a temperaturas diferentes repitiéndolos de manera
ciclica. El primer paso es el de desnaturalizacion (se cambia la conformacion del acido
nucleico de doble hebra a dos hebras sencillas) por el que el ADNc se desnaturaliza por
calor. En el segundo paso, denominado anillamiento o annealing, los dos oligos o
primers aparean a baja temperatura por complementariedad de bases nitrogenadas con el
ADNCc desnaturalizado. El tercer paso, es la extension a partir de los oligos apareados a
la hebra complementaria por una ADN polimerasa. Debido a que el gen especifico
duplica el numero de copias en cada ciclo, la PCR por tanto puede amplificar mas de

10° copias de fragmentos de ADN en un periodo corto de tiempo.
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5.5.1. Expresion génica de citoquinas vasculares IL-1f, IL-6, TNF-o, NFkB e IkB.

Una vez obtenido el ADNc se realizo la reaccion Multiplex PCR (MPCR)
utilizando cebadores especificos para los genes a estudiar (Maxim Biotech. So. San
Francisco, CA, U.S.A.), y la enzima Taq Polimerasa. Cinco microlitros de ADNc se
afiadieron a una mezcla de reaccion especifica del kit comercial (MPCR kit for rat
inflammatory genes set-2, Maxim Biotech. So. San Francisco, CA, U.S.A.), 2.5 U de la
enzima Taq ADN Polimerasa y oligos o primers especificos para la reaccion de PCR
Multiplex. En este caso se afiadié una mezcla de primers para estudiar la expresion de
genes de las citoquinas IL-103, IL-6, TNF-a y del precursor de la subunidad p50 del
NFkB, p105, IkB y GAPDH. Se diseiid el siguiente programa de tiempo-temperatura
utilizado para el desarrollo de la PCR:

2 ciclos Desnaturalizacion 1 minuto 9 °C
Anillamiento y Amplificacion 2 minutos 58-60° C
X ciclos’ Desnaturalizacion 1 minuto 94°C
Anillamiento y Amplificacion 2 minutos 58-60° C
1 ciclo Extension final 10 minutos 70°C

" Se hicieron 27 ciclos para la amplificacion de los genes de IL-1B, pl105, IkB y
GAPDH vy 32 ciclos para los genes de 1L-6 y TNF-a.

Como control interno se utilizd6 la expresion del gen constitutivo de
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los productos resultantes se
analizaron mediante separacion por electroforesis en geles de agarosa al 2% (p/v) en
solucion tamponada TBS 1x y al 0.5% (v/v) de bromuro de etidio. Seguidamente se
visualizaron en un sistema de documentacion de geles (SYNGENE, Cambridge, UK) y
se cuantifico la intensidad de las bandas resultantes con un software de andlisis de geles
Gene Tools (SYNGENE, Cambridge, UK). El tamafio de los amplicones o de los
insertos amplificados de los genes fueron 532 pb para GAPDH, 453 pb para IL-6, 396
para el pl105 (precursor de la subunidad p50 del NFxB), 351 pb para TNF-a, 294 pb
para IL-1B y 167 pb para IkB, respectivamente. El dato numérico de la intensidad de la

banda del gen del estudio se normalizd con el dato numérico de la intensidad de la
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banda del gen constitutivo GAPDH. Se agruparon por grupos y se obtuvieron las

medias y los errores estandar.

5.5.2. Expresion génica de p22phox

Se estudid la expresion del gen de la subunidad p22phox de la enzima NAPDH
Oxidasa por la metodologia de la MPCR semicuantitativa. Para ello se hizo una PCR
Multiplex (MPCR; Maxim Biotech, San Francisco, CA) con 5 pul de ADNc previamente
sintetizado, una mezcla de reaccion tamponada, la enzima Taqg ADN Polimerasa y los
primers especificos para p22phox y GAPDH respectivamente. El programa de tiempo-

temperaura utilizado para llevar a cabo la MPCR fue el siguiente:

2 ciclos Desnaturalizacion 1 minuto 9 °C
Anillamiento y Amplificacion 2 minutos 58-60° C
28 ciclos Desnaturalizacion 1 minuto 94°C
Anillamiento y Amplificacion 2 minutos 58-60°C
1 ciclo Extension final 10 minutos 70°C

Las secuencias de los primers fueron las siguientes :

p22phox 5’-GCTCATCTGTCTGCTGGAGTA-3’ (sentido)
5’-ACGACCTCATCTGTCACTGGA-3’ (antisentido)

GAPDH 5’-TATGATGACATCAAGAAGGTGG-3’ (sentido)
5’-CACCACCTGTTGCTGTA-3’(antisentido)

Estos oligos se disefiaron utilizando el banco de genes de rata y la herramienta
de busqueda de alineamiento basico local (BLAST, Basic Local Alignment Search
Tool) proporcionada por la pagina web del Centro Nacional de Informacién de
Biotecnologia (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente se sintetizaron por

TIB MOLBIOL.

El producto de la MPCR se separd por electroforesis en gel de agarosa al 2%
(p/v) en solucion tamponada TBS 1x y al 0.5% (v/v) de bromuro de etidio.

Seguidamente se visualizd en un sistema de documentacion de geles (SYNGENE,
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Cambridge, UK) y se cuantifico la intensidad de las bandas resultantes con un software
de analisis de geles Gene Tools (SYNGENE, Cambridge, UK). El tamafo del inserto
amplificado de los genes fue 433 pares de bases para p22phox y 212 pares de bases para
GAPDH, respectivamente. El dato numérico de la intensidad de la banda de p22phox se
relacion6 con el dato numérico de la intensidad de la banda del gen constitutivo
GAPDH. Se agruparon por grupos y se obtuvieron las medias y los errores estandar de

las medias.

5.5.3. Expresion génica de CTGF

La expresion del gen CTGF se evalué por MPCR semicuanticativa. Para ello se
hizo una PCR Multiplex (MPCR; Maxim Biotech, San Francisco, CA) con 5 ul de
ADNc previamente sintetizado, una mezcla de reaccion tamponada, la enzima Taq
ADN Polimerasa y los primers especificos para p22phox y GAPDH respectivamente.

El programa de tiempo-temperaura utilizado para realizar la MPCR fue el siguiente:

2 ciclos Desnaturalizacion 1 minuto 9 °C
Anillamiento y Amplificacion 2 minutos 58-60° C
22 ciclos Desnaturalizacion 1 minuto 94°C
Anillamiento y Amplificacion 2 minutos 58-60°C
1 ciclo Extension final 10 minutos 70°C

Las secuencias de los primers fueron las siguientes :

CTGF 5-GAGTGGGTGTGTGACGAGCCCAAGG-3' (sentido)
5'-ATGTCTCCGTACATCTTCCTGTAGT-3' (antisentido)

GAPDH 5’-TATGATGACATCAAGAAGGTGG-3’ (sentido)
5’-CACCACCTGTTGCTGTA-3’(antisentido)

Los oligos se disefiaron utilizando las aplicaciones de internet como el banco de
genes de rata y la busqueda de alineamiento basico local (BLAST, Basic Local
Alignment Search Tool) proporcionada por la pagina web del Centro Nacional de
Informacién de Biotecnologia (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente se

sintetizaron por TIB MOLBIOL.
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El producto final de la MPCR se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al
2% (p/v) en solucion tamponada TBS 1x y al 0.5% (v/v) de bromuro de etidio.
Seguidamente se visualizd en un sistema de documentacion de geles (SYNGENE,
Cambridge, UK) y se cuantificé la intensidad de las bandas resultantes con un software
de analisis de geles Gene Tools (SYNGENE, Cambridge, UK). El tamafio de los
amplicones fue 378 bp para CTGF y 212 pb para GAPDH respectivamente. El dato
numérico de la intensidad de la banda de p22phox se relaciono con el dato numérico de
la intensidad de la banda del gen constitutivo GAPDH. Se agruparon por grupos y se

obtuvieron las medias y los errores estandar de las medias.

6. ESTADO REDOX

6.1. Parametros oxidativos hepaticos

El higado de las ratas se aisld6 y se cortd en porciones de 1 gramo
aproximadamente. Inmediatamente después se congelaron en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -80° C hasta su procesamiento. Las muestras hepaticas para la
determinacion de glutation reductasa (GRed) y la relacion entre el glutation reducido y
el oxidado (GSH/GSSG) se homogenizaron en una solucion tamponada de K;PO4 (50
mM, pH 7.5) que contenia EDTA a una concentracion 1mM y BSA a una concentracion
de 1mg/mL utilizando un homogenizador Potter de vidrio-teflon (l1g higado/2mL
solucion). Alternativamente las muestras hepaticas para la determinacion de glutation
peroxidasa (GPx) y malonildialdehido (MDA), se homogenizaron en una solucién
tamponada de TRIS HCI (50 mM, pH 7.2), EDTA a una concentracion 5SmM y 2-
mercaptoetanol a una concentracion de ImM (1g higado/6mL solucion) utilizando un
homogenizador Potter de vidrio-teflon. Tras las homogenizaciones, todas las muestras
se centrifugaron durante 20 minutos a 3000 rpm y 4° C, se retir6 el sobrenadante en el
que se evaluaron los parametros oxidativos, y se determinaron las proteinas para
expresar los resultados en funcion de su concentracion. Dichas proteinas se
determinaron mediante el método de Biuret adaptado a un autoanalizador Hitachi 912

(Roche Diagnostics).
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6.1.1. Medida de glutation peroxidasa

La actividad de la enzima glutation peroxidasa se valord por ensayos
espectrofotométricos (Unicam 8700 Series espectrofotometro UV/visible, Unicam Ltd.,
UK) y mediante la utilizacion de kits comerciales (Bioxytech GPx-340, Oxis Research,
Portland, OR, USA). El ensayo de glutation peroxidasa se basa en la medida indirecta
de la actividad celular de la GPx. El GSSG que se produce cuando la GPx reduce un
peroxido organico, se recicla a su estado reducido por la acciéon de la GRed.
Paralelamente en esta reaccion, el NADPH se oxida a NADP' lo que genera una
disminucién de la absorbancia que es directamente proporcional a la actividad de la
GPx, cuando se mide la reaccion en un espectrofotometro a una longitud de onda de 340
nm. Los resultados se expresaron en unidades de GPx por gramo de proteina del

extracto de higado.

H,0, =—— H,0

N A

Glutation Peroxidasa

~

GSH GSSG

N

Glutation Reductasa

N

NADP+ NADPH

N— A

6.1.2. Medida de glutation reductasa

La actividad de la enzima glutation reductasa se valor6 por ensayos
espectrofotométricos (Unicam 8700 Series espectrofotdémetro UV/visible, Unicam Ltd.,
UK) y mediante kits comerciales (Bioxytech GR-340, Oxis Research, Portland, OR,
USA). El ensayo de la glutation reductasa se basa en la oxidacion de NADPH a NADP"
catalizada por la GRed. Una unidad de GRed se define como la cantidad de enzima que
cataliza la reduccion de un micromol de GSSG por minuto a pH 7.6 y 25° C. Por cada
molécula de GSSG que se reduce, se consume otra de NADPH. Por consiguiente, la
reduccion de GSSG se determina indirectamente midiendo el consumo de NADPH,

como se demuestra por el descenso en la absorbancia a 340 nm en funcién del tiempo.
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Los resultados se expresaron en unidades de GRed por gramo de proteina del extracto

de higado.

Glutation
GSSG+NADPH+H" ———p» 2 GSH+ NADP"
Reductasa

6.1.3. Cociente de GSH/GSSH

La relacion entre glutation reducido y glutation oxidado se determind por
ensayos espectrofotométricos (Unicam 8700 Series espectrofotdometro UV/visible,
Unicam Ltd., UK) y mediante el uso de kits comerciales (Bioxytech GSH/GSSG-412,
Oxis Research, Portland, OR, USA). En el ensayo de GSH/GSSG se utiliza un
reactivo, el 1-metil-2-vinilpiridina trifluorometanosulfonato (M2VP), que secuestra los
grupos tioles o sulfhidrilos y forma la sal de 1-metil-2(2-tioetil)-piridina (M2EP-SQ).
De esta manera se puede inactivar el GSH y asi no interferir con el ensayo de GRed. El
GSSG se puede determinar por la reduccion de GSSG a GSH que es entonces
determinado por la reaccion entre el acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), que
va a reaccionar con el GSH para formar un producto que se detecta por

espectrofotometria a 412 nm.

GSSG + GSH
( M2vP
M2EP-SG
2TNB GSSG NADPH
GRed
DTNB GSH NADP*
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6.1.4. Medida de malonildialdehido

Los niveles hepaticos de malonildialdehido se valoraron utilizando ensayos
comerciales espectrofotométricos (MDA-586, Bioxytech, Oxis Research) y se
analizaron en espectrofotometro (Unicam 8700 Series espectrofotdometro UV/visible,
Unicam Ltd., UK). El ensayo de MDA se basa en la reaccion producida entre el
reactivo cromogénico N-metil-2-fenilindol (NMPI) y el malonildialdehido a una
temperatura de 45° C. Una molécula de MDA reacciona con dos moléculas de NMPI

generando un compuesto croméforo estable (carbocianina) que absorbe a 580 nm.

MDA NMPI CARBOCIANINA

Los datos de absorbancia de las muestras se extrapolan en una curva estandar de MDA
para obtener las concentraciones que se expresan en pmoles por gramo de proteina del

extracto de higado.

6.2. PARAMETROS OXIDATIVOS PLASMATICOS

6.2.1. 8-Isoprostanos

En este caso se utilizaron plasmas con citrato como anticoagulante para la
medida de 8-isoprostanos y se almacenaron en alicuotas que contenian al antioxidante
hidroxitolueno butilado (BHT) en un 0.005% para evitar nuevas peroxidaciones. Los
niveles plasmaticos de 8-iso-PGF,, se valoraron en inmunoenzimoensayos (8-
Isoprostane EIA kit, Cayman Chemical Company, Ann Arbor,MI) tras purificar las
muestras utilizando columnas de absorcion de afinidad a 8-isoprostanos (Cayman
Chemical Company, Ann Arbor,MI). El ensayo se basa en la reacciéon competitiva entre
el 8-isoprostano y el conjugado acetilcolinesterasa unido a 8-isoprostano (trazador),
para un numero limitado de sitios de unidon anti suero de conejo especifico para 8-

isoprostanos. Ya que la concentracion del trazador se mantiene constante mientras que
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la de los 8-isoprostanos varia, la cantidad de trazador que es capaz de unirse al anti
suero de conejo serd inversamente proporcional a la concentracion de los 8-isoprostanos
que queden en el pocillo de la microplaca. El complejo anti suero de conejo junto con 8-
isoprostanos (ya sea en forma libre o trazador), se une a un anticuerpo monoclonal
previamene unido a la base del pocillo. La microplaca se lava para eliminar los
reactivos sin unir y se afiade en el pocillo un reactivo llamado reactivo de Ellman que
contiene el sustrato para la colinesterasa. El producto de esta reaccion enzimatica tiene
un color amarillo y absorbe a 420 nm (UVM 340 Lector de Microplacas, ASYS Hitech
GMBH, Austria). La intensidad del color, determinada por espectrofotometria, es
proporcional a la cantidad de trazador unido al pocillo, el cual es inversamente
proporcional a la cantidad de 8-isoprostano libre presente en el pocillo durante la

incubacién. Se expresa en unidades de pg/ml.

7. ANALISIS MORFOMETRICO

Los anillos aérticos se fijaron en formaldehido (35%) para interrumpir los
procesos de degradacion que aparecen tras la muerte celular, tratando de conservar la
arquitectura y estructura de los tejidos y células lo méas proxima posible a como se
encontraba en el organismo vivo. Después se realizo la deshidratacion del tejido en un
gradiente creciente en etanol (70, 90 y 100%) y a continuacion la inclusion en parafina
de los anillos adrticos fijados, que proporcionaba a la pieza anatomica homogeneidad y
dureza suficiente para obtener secciones finas de calidad. Los anillos aorticos incluidos
en parafina se cortaron posteriormente con un microtomo de rotacion (Leitz Model
1512, IMEB INC, Chicago, EEUU) en secciones tisulares de 3-4 um.

Se realizaron las tinciones de hematoxilina-eosina (H-E) para tefiir citoplasmas y
nucleos y de tricromico de Masson para visualizar fibras de colageno, en dichas
secciones y posteriormente se hizo un analisis morfométrico de la pared de la aorta

valordndose el area del lumen, el 4rea de la media y el area del vaso.

7.1. Tincion con hematoxilina-eosina

El método de la H-E es la técnica més frecuentemente usada en histologia

animal y en la rutina anatomopatoldgica. El colorante basico, la hematoxilina, tifie las
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estructuras acidas de azul purpureo. Nucleos, ribosomas y reticulo endoplasmico rugoso
tienen una gran afinidad por este colorante debido a su alto contenido en ADN y ARN,
respectivamente. Por el contrario, la eosina es un colorante 4cido que tifie estructuras
basicas y por ello el citoplasma generalmente se tifie de rosa o de rojo rosado. Para

realizar estas tinciones se utiliz6 el siguiente protocolo:

1. Se desparafina y se hidrata la muestra para captar los colorantes
Se tifie con hematoxilina durante 2 minutos

Se lava con agua

el

Se quita el exceso de colorante con alcohol 4cido al 1% durante un tiempo de 5 a
30 segundos y controlando al microscopio, para diferenciar las distintas
intensidades de los tejidos dependiendo de las propiedades histologicas de la
muestra de tejido

Se lava en agua durante 5 minutos

Se tifie con eosina durante un tiempo de 20 a 60 segundos

Se lava en agua hasta obtener la intensidad deseada de coloracion

®© N o WL

Se deshidrata, aclara y monta utilizando Pertex como resina orgéanica sobre la
que se coloco el cubre. En general, cuando la técnica de tincion de H-E se aplica
a c€lulas animales, los ntcleos se tifien de azul y el citoplasma se tifie de rosa o

rojo (Garcia et al., 1993)
7.2. Tincion con tricromico de Masson

La técnica de tricromico de Masson se denomina también de tejido conectivo
porque se utiliza para visualizar elementos del tejido de soporte, principalmente
colageno. Esta técnica produce tres colores: nucleos y otras estructuras basoéfilas se
tifien de azul, el coladgeno se tifie de verde y el citoplasma, el musculo, los eritrocitos y
la queratina se tifien de rojo brillante. La metodologia se resume en el siguiente
protocolo:

1. Se desparafina y se hidrata la muestra para captar los colorantes

2. Se tifie con hematoxilina durante 5 minutos

3. Selava con agua

4. Se quita el exceso de colorante con etanol al 95% y con alcohol picrico hasta

que los nucleos se tifian de negro
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Se lava en agua hasta que el color amarillo del alcohol picrico se quite
Se tifie con fucsina acida de Ponceau durante 5 minutos

Se aclara en agua destilada

o W

Se trata la muestra con acido fosfomolibdico durante 5 minutos y sin aclarar se

tifie con acético verde luz durante 5 minutos

9. Se aclara en agua destilada y se vuelve a tratar la muestra con acido
fosfomolibdico durante 5 min

10. Se aclara en acido acético durante 2 minutos

11. Se deshidrata, aclara y monta utilizando Pertex como resina orgénica sobre la

que se coloco el cubre (Gurr, 1973)

El andlisis morfométrico del area de la intima, de la media y del vaso se midi6 con un
analizador de imagen MICROM (las Heras et al., 1999) (Hardware IMCO 10, Kontron
Bildanalyse, Software Microm IP, Microm, Walldorf, Alemania). Las imagenes de las
secciones se registraron en una cinta de video con una videocdmara y se digitalizaron
posteriormente para poder ser tratadas con el ordenador, trazdndose los segmentos
coloreados para la determinacion de las areas. Para determinar el area de la luz se
corrigio el area de la seccion transversal delimitada por la lamina eléstica interna, donde
1 es la longitud de la lamina. El area del vaso se determindé mediante el area de la
seccion determinada por la ldmina elastica externa aproximdndola a un circulo
aplicando el mismo factor de correccion (P/47) a la medida de la lamina elastica
exteARN. Este método evita los errores en los calculos de las areas que se producen por
el colapso de los segmentos aorticos en el momento de preparacion de las muestras

(Ross, 1993).

7.3. Inmunohistoquimica De CTGF

La presencia de CTGF se determind por inmunohistoquimica con un anticuerpo
anti-CTGF sintetizado en conejo que reacciona frente a rata (Torrey Pines Biolabs, San
Diego, CA). Para ello, se hicieron cortes de las aortas embebidas en los bloques de
parafina (4 um) y se montaron en portaobjetos cubiertos con poli-L-Lisina. Estos
portaobjetos se desparafinaron en xilol y en un gradiente decreciente de etanol. Después
se rehidrataron y se bloqued la peroxidasa endogena incubando los portas en una

solucion al 3% de metanol/H,O, (1:1) a 25°C durante 30 minutos. Posteriormente se
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incubaron en solucién tamponada PBS con albumina sérica bobina (BSA) al 4% (p/v) y
suero de caballo al 6% (v/v) respectivamente, durante 1 hora a 37°C para reducir la
tincion de fondo no especifica. Luego se incubaron toda la noche y a 4°C con el
anticuerpo anti-CTGF en solucion tamponada de PBS que contenia 4% BSA y 1% de
suero de caballo. Después de la incubacion, se lavaron los portaobjetos con PBS y las
secciones de incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con la
peroxidasa de rdbano (HRP) diluido 1:100 en una solucion tamponada de PBS que
contenia 4% BSA durante una hora. Seguidamente, se lavaron los cortes y se tifieron
con 3,3'-diaminobenzidina (Dako Diagnositcs, Barcelona, Spain) en H,0, al 0.3%
durante 10 minutos. Las secciones se tifieron con hematoxilina de Mayer para obtener
una tincion de contraste y se montaron en resina Pertex (Histolab, Product AB). En cada
experimento, se hicieron controles negativos sin anticuerpo primario para chequear la
tincion inespecifica. El estudio de inmunohistoquimica se realizd con un sistema de
analisis de 3,0 KZ 300 image analyzer (Zeiss, Munchen-Hallbergmoos, Germany) como

se describio previamente (Ruperez et al., 2003b).

7.4. Reactivos utilizados en el analisis morfométrico

e Acido acético verde luz (Microm)

e Acido acético (Panreac)

e Acido fosfomolibdico (Panreac)

e Alcohol picrico (Panreac)

e Agua destilada (Millipore ® Sistema de Purificacion de Agua)
e Amoniaco (Panreac)

e Carbonato de litio (Panreac)

e FEosina (Microm)

e Etanol absoluto (Merck)

e Etanol 4cido (1%) (Merck)

e Fucsina acida de Ponceau (Microm)
e Hematoxilina (Microm)

e Parafina (Microm)

e Pertex (Histolab, Product AB)

e Xileno (Merck)
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la media + error estandar de la media
(eem). Las comparaciones estadisticas de los distintos parametros estudiados entre
grupos se realizaron mediante un analisis de la varianza de una via, seguido de una
prueba de comparacion multiple de medias (test de Newman-Keuls) cuando se
encontraron diferencias. La hipdtesis nula fue rechazada cuando el valor de p era menor
que 0.05. La elaboracion de todas estas pruebas estadisticas se realizd con el apoyo

informatico del paquete estadistico SPSS (SPSS Inc. Chicago, Illinois).
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1. EFECTO DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT; SOBRE LA
PRESION ARTERIAL

Como era de esperar, las ratas espontdneamente hipertensas presentaban unos
valores de presion arterial (Tabla 1) significativamente mayores que los de las ratas
Wistar Kyoto.

El tratamiento crénico con candesartdn administrado en el agua de bebida
durante 10 semanas, produjo una reduccion (p<0.05) en los valores de la PAS en las
SHR (Tabla 1). Esto confirma el papel importante de la angiotensina II sobre desarrollo

de la hipertension.

WKY SHR SHR + C

PAS (mm de Hg) | 130,4+0,7 | 208,1 +4,9 * | 168,3 + 2,9 *#

Tabla 1. Efecto del bloqueo de los receptores AT1 sobre los valores de presion arterial sistolica (PAS) en

las ratas hipertensas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR.

2. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA FUNCION VASCULAR:
CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO LOS RECEPTORES AT,

2.1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA FUNCION VASCULAR

2.1.1. Respuesta vasoconstrictora

Respuesta vasoconstrictora a KCI

El aumento de la tensién isométrica inducido por la despolarizacion de la

membrana de las células del musculo liso vascular con KCI fue menor (p<0.05) en los

anillos adrticos de las ratas hipertensas respecto los de las ratas normotensas (Figura 1).
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—4— SHR
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Figura 1. Contraccion inducida por KClI en anillos adrticos de ratas WKY y SHR.
* p<0.05 vs. WKY

Respuesta vasoconstrictora a Fenilefrina

La contracciébn en anillos de las ratas SHR al agonista a; adrenérgico,

fenilefrina, fue significativamente menor (p<0.05) que la de las ratas WKY (Figura 2).

200 g
150

100 ——SHR

50 WKY

Contracciéon
(% de la contraccién a KCI)

FE (-Log mol/L)

Figura 2. Vasoconstriccion inducida por fenilefrina en anillos aoérticos de ratas WKY y SHR.

* p<0.05 vs. WKY
Respuesta vasoconstrictora a Angiotensina 1y Il

Las ratas hipertensas presentaron una contracciéon a Angiotensina I (10° M)

significativamente mayor (p<0.05) que sus controles normotensos (Figura 3).
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Igualmente, la contraccion inducida por AII (10° M) en las SHR aumenté de manera

significativa cuando se compar6 con las WKY (Figura 3).

OWKY

H SHR

Contraccion
(% de la contraccion a KCl)

Al All
10°M 10°M
Figura 3. Contraccion inducida por Angiotensina [ y Angiotensina II en anillos aorticos de ratas WKY y

SHR. * p<0.05 vs. WKY

Respuesta vasoconstrictora a Ach en presencia de L-NAME

La contraccion inducida por Ach en presencia del inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (Ach + L-NAME) fue mayor (p<0.05) en los anillos adrticos de las

ratas hipertensas que en las ratas normotensas (Figura 4).

5 r
=dr=SHR

50 WKY

25

Contraccion
(% de la contracciéon a KCI)

8 7 6 5 4
Ach + L-NAME (-Log mol/L)

Figura 4. Contraccion inducida por la Acetilcolina en presencia L-NAME (10 M) en anillos a6rticos de

ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY
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2.1.2. Respuesta vasodilatadora

Respuesta vasodilatadora a Ach

La relajacion a Ach en los anillos adrticos de las ratas hipertensas fue menor
(p<0.05) que en las ratas control (Figura 5). Como se observa en la figura, la curva de
relajacion en las ratas SHR estd desplazada hacia la derecha lo que indica una

sensibilidad menor de estos anillos a la accion vasodilatadora de la acetilcolina.

=r=SHR

25
WKY

50

Relajacion
(% de la contraccion a FE)

100 » » » » » »
11 10 9 8

Acetilcolina (-Log mol/L)

Figura 5. Relajacion inducida por acetilcolina en anillos aorticos de las ratas WKY y SHR.

* p<0.05 vs. WKY.

Respuesta vasodilatadora a NPS

La respuesta vasodilatadora a NPS en anillos adrticos fue similar en las ratas

normotensas que en las ratas hipertensas (Figura 6).
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=dr=SHR

WKY

Relajacion
(% de la contraccion a FE)

100 x x x ::\17:

10 9 8 7
NPS (-Log mol/L)

Figura 6. Relajacion inducida por nitroprusiato sodico en anillos adrticos de las ratas WKY y SHR.

Respuesta vasodilatadora dependiente de los receptores [-adrenérgicos

La relajacion inducida por el agonista de los receptores [, adrenérgicos,
isoprenalina, en anillos aorticos fue significativamente menor en las ratas hipertensas

respecto a las ratas normotensas (Figura 7).
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t 25 SHR
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Figura 7. Relajacion inducida por el agonista de los receptores B, Isoprenalina, en anillos aorticos de ratas

WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY
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2.1.3. Expresion génica de la enzima éxido nitrico sintasa endotelial en aorta

Los niveles de ARN mensajero de la NOSe aodrtica no se modificaron por los
niveles elevados de presion arterial cuando fueron comparados con los niveles de las

ratas normotensas (Figura 8).

W‘ <4— NOSe
&
0,75 = <« 28S
=2
EE WKY SHR
[
ZE 05
S £
s 3 T
S 9
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g < 0,25+
=
=2
0
WKY SHR

Figura 8. Expresion relativa del ARNm de NOSe en aortas de ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY.

2.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO LOS RECEPTORES AT; SOBRE LA
FUNCION VASCULAR

2.2.1. Respuesta vasoconstrictora

Respuesta vasoconstrictora a KCI

El tratamiento con el antagonista de los receptores tipo 1 de Angiotensina II,

candesartan, normaliz6 (p<0.05) la contraccion a KCl en los anillos adrticos de las ratas

SHR (Figura 9).
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=—de=— S HR
== SHR + C
WKY

Contraccioén (g)

10 20 40 60 80
KCI (mM/L)

Figura 9. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la contraccion inducida por KCl en anillos

aorticos de ratas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR.

Respuesta vasoconstrictora a Fenilefrina

Las ratas SHR tratadas con candesartan aument6 (p<0.05) la contraccion a FE

alcanzando a dosis maximas los valores observados en las ratas normotensas (Figura
10).

200
@)
2 150
g
3 £
s g 100
S § ==gre=SHR + C
e 0 WKY
0

FE (-Log mol/L)

Figura 10. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la contraccion inducida por fenilefrina en

anillos adrticos de ratas. *p<0.05 vs. WKY, #p<0.05 vs. SHR
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Respuesta vasoconstrictora a Angiotensina I y I1

Las ratas hipertensas tratadas con candesartan presentaron una contraccion a
Angiotensina I (10 M) significativamente menor (p<0.05) que las hipertensas sin tratar
(Figura 11). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre la vasoconstriccion
inducida por All en las SHR y las SHR tratadas con el antagonista de los receptores tipo
1 de AII (Figura 11). En cualquier caso, dado que la respuesta vasoconstrictora de la All

fue similar a la generada por Al, indicaria la efectividad del tratamiento.

20 =
*
OWKY
15 = HE SHR
B SHR + C

Contraccién
(% de la contraccion a

Al All
10°M 10°M

Figura 11. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la contraccion inducida por Angiotensina [ y

Angiotensina II en anillos adrticos de ratas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR

Respuesta vasoconstrictora a Ach en presencia de L-NAME

En las ratas hipertensas, el tratamiento con Candesartan, redujo (p<0.05) la

contraccion a Ach + L-NAME (Figura 12).
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Figura 12. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la contraccion inducida por la acetilcolina en

presencia del inhibidor de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial en anillos aérticos de ratas.

* p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR

2.2.2. Respuesta vasodilatadora

Respuesta vasodilatadora a Acetilcolina

El tratamiento cronico con candesartin en

las

ratas SHR aumento

significativamente la respuesta a acetilcolina con respecto a las ratas hipertensas no

tratadas (Figura 13).
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==i=SHR
=== SHR+C
WKY

Figura 13. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la relajacion inducida por Ach en anillos

aorticos ratas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR
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Respuesta vasodilatadora a NPS

El bloqueo crénico de los receptores tipo 1 de AIl en las ratas hipertensas

aument6 (p<0.05) la vasodilatacion inducida por un dador de NO respecto de las SHR

sin tratamiento (Figura 14).

Relajacion
(% de la contraccién a FE)

NPS (-Log mol/L)

—a— SHR
—4&—SHR +C

WKY

Figura 14. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la respuesta a nitroprusiato sodico en anillos de

aorta de ratas. # p<0.05 vs. SHR

Respuesta vasodilatadora dependiente de los receptores [-adrenérgicos

El tratamiento con Candesartan aument6 significativamente la respuesta

vasodilatadora mediada por los receptores adrenérgicos de tipo 3, en las SHR (Figura

15).
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Figura 15. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la relajacion inducida por el agonista de los

receptores [3, isoprenalina, en anillos adrticos de rata. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR

2.2.3. Expresion génica de la enzima Oxido Nitrico Sintasa Endotelial en

aorta

El tratamiento con Candesartan aumento6 (p<0.05) significativamente los niveles

de ARN mensajero de la NOSe aodrtica en las ratas hipertensas al compararlos con los de

las ratas controles (Figura 16).

*‘ ' <— NOSe
e

<«— 28S
0,75 - #

e 2 WKY SHR SHR

<
2 +C
Z £
s -_E 0,5+
= 3 =
S 9
»n T
S 025+
= 2
=)

0
WKY SHR SHR + C

Figura 16. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la expresion relativa del ARN mensajero de

NOSe en aortas de rata. # p<0.05 vs. SHR
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3. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO:
CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT;

3.1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO

3.1.1. Estrés Oxidativo Vascular: Expresion génica de la subunidad

p22phox de la enzima NADPH oxidasa en aorta

Las ratas SHR presentaban unos niveles de ARN mensajero de p22phox
significativamente mayores (p<0.05) que los de las ratas WKY (Figura 17). Este

aumento podria sugerir una mayor produccion de aniones superdxido.
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WKY SHR

Figura 17. Expresion relativa del ARN mensajero de la subunidad de la NADPH oxidasa, p22phox, en
aortas de WKY y SHR. # p<0.05 vs. SHR

3.1.2. Estrés Oxidativo Hepatico: Niveles de GSH/GSSG, GPx, GRed y
MDA.

La concentracion hepatica del glutation reducido fue menor (p<0.05) en las ratas
SHR que en las WKY, mientras que la concentracion hepatica del glutation oxidado
aument6 (p<0.05) en las ratas hipertensas respecto a las ratas normotensas. Asi, las SHR

presentaron un cociente de glutation reducido/glutation oxidado significativamente
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menor que el de las ratas controles (Tabla 2). Asimismo, los niveles hepaticos de la
enzima glutation peroxidasa fueron menores (p<0.05) en las SHR (520.9 £ 19.7 U/g
proteina) respecto de las WKY (736.4 + 21.9 U/g proteina; Figura 18). Por el contrario,
la concentracion de la enzima glutation reductasa estaba aumentada significativamente
en las ratas espontaneamente hipertensas (48.1 + 1.6 U/g proteina) cuando se compar6
con la que tenian las ratas controles (39.0 + 1.4U/g proteina; Figura 19). Finalmente, los
niveles hepaticos de malonildialdehido de las ratas hipertensas (0.41 + 0.02 pmol/g
proteina) eran superiores (p<0.05) a los de las ratas normotensas (0.35 + 0.01 pmol/g
proteina; Figura 20). Estos resultados podrian indicar la posible vinculacion entre los
niveles de presion arterial elevada y un aumento del estrés oxidativo debido al aumento

del MDA y una reduccién del sistema antioxidante hepatico reflejado por el cociente

GSH/GSSG.

Grupo GSH (u,mol/g GSSG (;f,mol/g GSH/GSSG
proteina) proteina)
WKY 29,50 +£1,2 0,72 + 0,08 39,25 +£4,22
SHR 23,22 +34 * 0,84 £ 0,03 * 27,64 £ 1,25 *

Tabla 2. Concentraciones hepaticas de glutation reducido, glutation oxidado y relacion GSH/GSSG de

ratas normotensas e hipertensas. * p<0.05 vs. WKY.
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Figura 18 y 19. Estrés oxidativo hepatico en ratas WKY y SHR: relacion GSH/GSSG (arriba), actividad

de la enzima glutation reductasa (medio) y glutation peroxidasa (abajo). * p<0.05 vs. WKY.
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Figura 20. Niveles hepaticos de MDA de las ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY.

120



Resultados

3.1.2. Marcadores Sistémicos: niveles plasmaticos de 8-iso-PGF,,,

Sin embargo, la concentracion plasmatica de 8-iso-PGF,, fue similar tanto en las

ratas WKY como en las SHR (13.4 + 2.3 pg/mL vs. 10.8 £ 1.1 pg/mL; Figura 21).
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Figura 21. Niveles plasmaticos de 8-iso-PGF2a (abajo) en ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY.

3.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO LOS RECEPTORES AT; SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO

3.2.1. Estrés Oxidativo Vascular: Expresion génica de la subunidad
p22phox de la enzima NADPH oxidasa en aorta

El bloqueo de los receptores tipo 1 de angiotensina II con candesartdn en las
ratas SHR disminuy6 de manera significativa (p<0.05) la expresion de ARN mensajero

de p22phox de aorta al compararla con la de las ratas sin tratar (Figura 22).
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Figura 22. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la expresion relativa de la subunidad de la

NADPH oxidasa, p22phox, en aortas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR

3.2.2. Estrés Oxidativo Hepatico: Niveles de GSH/GSSG, GPx, GRed y

MDA.

El bloqueo de los receptores de angiotensina II tipo 1 en las SHR redujo

(p<0.05) la concentracion hepatica del GSH respecto a las SHR sin tratar. Igualmente,

la concentraciéon hepatica del GSSG disminuy6 (p<0.05) en las ratas hipertensas

tratadas con candesartan respecto a las ratas sin tratar. El bloqueo de los receptores de

ATI en las ratas espontdneamente hipertensas aumentd significativamente los valores

del indice de GSH/GSSG respecto de las ratas SHR (Tabla 3).

Grupo Giii:i‘:;’)" g Gspsr(j t(e'i‘::)’l/ € | GSH/GSSG
WKY 29,50 1,2 0,72 £ 0,08 39,25+ 4,22
SHR 2322434 % 0,84 £0,03% | 27,64+1,25*
SHR+C | 323813 # 0,66 £0,09#% | 46,74 5,74 #

Tabla 3. Efecto del bloqueo de los receptores AT; sobre las concentraciones hepaticas de glutation

reducido, glutation oxidado y relacion GSH/GSSG en ratas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR
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Sin embargo, el tratamiento con candesartan en las ratas SHR no modifico los
niveles hepaticos de GPx (480.6 + 41.3 U/g proteina) que estaban reducidos en estas
ratas sin tratamiento (520.9 £ 19.7 U/g proteina; Figura 23). Tampoco se modificaron
los niveles hepaticos de la enzima GRed cuando se compararon los valores de las ratas
espontaneamente hipertensas tratadas con Candesartan (46.2 = 1.3 U/g proteina)

respecto a las no tratadas (48.1 £ 1.6 U/g proteina; Figura 24).
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Figura 23 y 24. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre el estrés oxidativo hepatico en ratas:
glutation peroxidasa (arriba) y actividad de la enzima glutation reductasa (abajo). * p<0.05 vs. WKY, #

p<0.05 vs. SHR

El tratamiento con candesartan en las SHR redujo significativamente los niveles

hepaticos de malonildialdehido (0.33 £+ 0.03 umol/g proteina) respecto de las SHR sin
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tratamiento (0.41 = 0.02 umol/g proteina; Figura 25). Estos resultados sugieren el efecto
beneficioso del bloqueo de los receptores AT; en las SHR debido a su capacidad de
mejorar estatus oxidativo.
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Figura 25. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre los niveles hepaticos de MDA en ratas.

* p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR

3.2.3. Marcadores Sistémicos: niveles plasmaticos de 8-iso-PGF;,,

No se observaron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de 8-iso-
PGF,,, en las ratas SHR tratadas con candesartan respecto a las ratas sin tratar (16.2 +

3.5vs. 10.8 £ 1.1 pg/mL; Figura 26)
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Figura 26. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre los niveles plasmaticos de 8-iso-PGF2a en

ratas.
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4. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA INFLAMACION:
CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO LOS RECEPTORES AT,

4.1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA INFLAMACION
4.1.1 Concentraciones Plasmaticas: 1L-1p, IL-6, TNF-a. y PCR
Las ratas espontdneamente hipertensas tenian una concentracion plasmatica de la

interleuquina 1P (58.3 + 10.4 pg/mL) significativamente mayor (p<0.05) que las ratas
normotensas (14.6 + 2.3 pg/mL; Figura 27).
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Figura 27. Concentraciones plasmaticas de Interleuquina 13 en ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY.

Igualmente, la concentracién plasmatica de la interleuquina 6 fue
significativamente mayor (p<0.05) en las ratas SHR (134.3 + 10.1 pg/mL) cuando se
compar6 con las WKY (96.0 £ 164 pg/mL) (Figura 28). Este aumento en la
concentracion plasmatica tanto de la IL-6 como de la IL-1f se correlaciondé de manera
positiva y significativamente con los niveles de presion arterial de las ratas,

obteniéndose un coeficiente de correlacion de 0.5 para la IL-13 y un 0.52 para la IL-6

(Figura 29).
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Figura 28. Concentraciones plasmaticas de Interleuquina 6 en ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY.
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Fig 29. Representacion grafica de las correlaciones entre los valores de las concentraciones plasmaticas

de IL-1B e IL-6 respectivamente frente a los niveles de presion arterial de las ratas WKY y SHR. Debajo

de cada grafica se detalla la ecuacion de la recta de regresion. * p< 0.01.

Sin embargo, los niveles plasmaticos de TNF-a de las ratas espontaneamente
hipertensas y las normotensas fueron indetectables. Por otro lado, no hubo diferencias
significativas en la concentraciéon plasmatica de IFN-y (Figura 30) de las ratas SHR

(13.1 £ 0.3 pg/mL) y las WKY (15.0 £ 0.8 pg/mL). De manera similar, tanto las ratas
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normotensas como las hipertensas presentaron valores comparables de la concentracion

plasmatica de Proteina C Reactiva (0,816 + 0,032 vs.0,739 + 0,050 mg/mL; Figura 31).
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Figura 30 y 31. Concentraciones plasmaticas del Interferon y (arriba) y Proteina C Reactiva (abajo) en las

ratas WKY y SHR.

4.1.2 Expresion génica de IL-1pB, IL-6 y TNF-a .

Al estudiar la expresion génica de los parametros inflamatorios vasculares, se
observd que el ARN mensajero de IL-13 de aorta de las ratas espontaneamente
hipertensas estaba sobreexpresado (p<0.05) cuando se compard con la expresion génica
en las ratas normotensas (Figura 32). En esta misma direccion, los niveles de ARN
mensajero de interleuquina 6 en aorta fueron mayores (p<0.05) en las ratas SHR que en
las ratas WKY (Figura 33). A diferencia de lo que sucedia en el plasma donde no se
pudieron detectar los niveles del TNF-a, en las aortas de las ratas espontdneamente

hipertensas existia una sobreexpresion significativa (p<0.05) del ARN mensajero de
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este parametro respecto de los controles normotensos (Figura 34). Estos tres ultimos

resultados muestran que los niveles de presion arterial elevados estdn asociados a un

aumento de la expresion génica de parametros inflamatorios vasculares.
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Figura 32, 33 y 34. Expresion relativa del ARN mensajero de la IL-1f (arriba), IL-6 (medio) y TNF-a

(abajo) en aortas de ratas normotensas ¢ hipertensas. * p<0.05 vs. WKY
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4.1.3 Sistema NFxB/IxB

La expresion del ARN mensajero de pl05 (precursor de la subunidad p50 del
factor de transcripcion nuclear NFxB) fue significativamente mayor en las ratas SHR
respecto a la de las ratas WKY (Figura 35), mientras que la expresion vascular del
inhibidor del NF«B, IkB (Figura 36), fue reducida de manera significativa. Por tanto,

estos resultados sugieren que la hipertension esta asociada a cambios en el sistema

NF«B/IxB.

180
9 <— pl05
= 1357 <— GAPDH
- .
s 8 WKY SHR
== 90-
s =
s
& 45 -
=

0

WKY

120 =
: 90 % <+— JxB
£ <— GAPDH
T Q60

A

5 WKY SHR
g 30 4
(="
e
=

0

WKY SHR

Figura 35 y 36. Expresion relativa del ARN mensajero del factor de transcripcion nuclear,

NF-kB (arriba), y de su inhibidor, I-kB (abajo) en aortas de ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY.
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4.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO LOS RECEPTORES AT; SOBRE LA
INFLAMACION

4.2.1 Concentraciones Plasmaticas: 1L-1p, IL-6, TNF-a. y PCR

Las ratas espontaneamente hipertensas tratadas con Candesartan presentaron una
disminucion (p<0.05) en la concentracion plasmatica de la IL-13 cuando se compararon
con los valores de las ratas sin tratamiento (37.3 + 2.1 vs. 58.3 + 10.4 pg/mL; Figura
37). En esta misma direccion, el tratamiento cronico con Candesartan normaliz6 la
concentracion plasmatica de la IL-6 en las ratas hipertensas (83.4 + 9.5 pg/mL vs. 134.3

+ 10.1 pg/mL; Figura 38).
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Figura 37 y 38. Efecto del bloqueo de los receptores AT; sobre las concentraciones plasmaticas de

Interleuquina 1 e IL-6 en las ratas WKY y SHR. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR.
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Al estudiar la correlacion entre las concentraciones plasmaticas de ambas
citoquinas y los valores de presion arterial de todos los grupos, se obtuvo una relacion
mas lineal entre los factores obteniéndose un coeficiente de correlacion de 0.599 para la

IL-1B y un 0.679 para la IL-6, respectivamente (Figura 39).
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Fig 39. Representacion grafica de las correlaciones entre los valores de las concentraciones plasmaticas

de IL-1B e IL-6 respectivamente frente a los niveles de presion arterial de las ratas WKY, SHR y SHR+C.

Debajo de cada grafica se detalla la ecuacion de la recta de regresion. * p<0.01.

Sin embargo, los niveles plasmaticos de TNF-a de las ratas espontaneamente
hipertensas tratadas con Candesartdn tampoco se pudieron detectar, al igual que los
otros grupos del estudio. Las ratas SHR tratadas con el antagonista de los receptores
AT presentaron unos valores plasmaticos de IFN-y comparables a los de sus controles
SHR (12.6 £ 0.4 vs.13.1 £ 0.3 pg/mL; Figura 40). Por altimo, el tratamiento crénico con
Candesartan no modifico los niveles plasmaticos de la Proteina C Reactiva (Figura 41),
siendo comparables los valores entre SHR con y sin tratamiento (0.661 £+ 0.029 vs.

0.739 £ 0.050 mg/mL) respectivamente.
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Figura 40 y 41. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la proteina C reactiva (arriba) e

interferon-y (abajo) en ratas.

4.2.2 Expresion génica de IL-1pB, IL-6 y TNF-a en aorta.

Las ratas hipertensas tratadas con Candesartdn presentaron unos niveles de
expresion adrtica del ARN mensajero de IL-1f significativamente menores que los de
las ratas SHR no tratadas (Figura 42). Igualmente, el bloqueo crénico de los receptores
AT, de AIl en las SHR redujo (p<0.05) los niveles adrticos del ARN mensajero de IL-6
respecto de los de las SHR sin tratar (Figura 43). Sin embargo, a pesar de esta
disminucién, no alcanzaron los niveles de expresion de las ratas normotensas. Respecto
a la expresion del ARN mensajero del TNF-a en aorta, el tratamiento con Candesartan
redujo significativamente la expresion del gen en ratas hipertensas cuando se compard

con las ratas sin tratamiento (Figura 44).
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Figura 42, 43 y 44. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la expresion relativa del ARN

mensajero de la IL-1f (arriba), IL-6 (medio) y TNF-a (abajo) en aortas de ratas.

* p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR
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4.2.3 Sistema NFxB/IxB

Las ratas espontaneamente hipertensas tratadas con Candesartan redujeron
significativamente (p<0.05) la expresion del ARN mensajero del precursor de la
subunidad p50 del NFkB, p105 (Figura 45) respecto a sus controles no tratados. Por
otro lado, el tratamiento cronico con candesartdn aumentd (p<0.05) la expresion
vascular del ARN mensajero del inhibidor del NF«xB, el IkB, respecto a las ratas no
tratadas (Figura 46). Lo que se deduce de estos datos de expresion génica en la aorta es
que la AIl a través de los receptores AT, podria participar en la regulacion de los

parametros inflamatorios vasculares, inducida en parte, por el sistema NFkB/Ixk.
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Figura 45 y 46. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la expresion relativa del ARN mensajero
del factor de transcripcion nuclear, NF-kB (arriba), y de su inhibidor, I-kB (abajo) en aortas de ratas.

* p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR.
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5. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA

PARED DE LA AORTA: CONSECUENCIAS

RECEPTORES AT,

DEL BLOQUEO LOS

5.1 EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA

PARED DE LA AORTA

5.1.1. Morfometria de la aorta

En las ratas SHR, se observd un aumento significativo (p<0.05) del area de la

media, area del vaso y éarea de la luz respectivamente, asi como del cociente

media/lumen (Figura 47; Tabla 4) al compararlos con las medidas de las ratas

normotensas.

WKY

SHR

Figura 47. Microfotografias representativas (aumento original x 40) de secciones de aorta de ratas

normotensas y ratas hipertensas.

Grupo Area del Vaso Area de la Luz Area de la Media Cociente
P (mm?) (mm?) (mm?) Media/Lumen
WKY 1.46 = 0.09 1.96 = 0.12 0.5+0.04 0.25 +0.01
SHR 1.95+0.10 * 2.83 +0.25 * 0.89 +0.08 * 0.31 +£0.02 *

Tabla 4. Area del vaso, de la luz y de la media y cociente media/lumen en arterias de ratas normotensas e

hipertensas. Los valores se expresaron como la media + eem. * p<0.05 vs. WKY.
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5.1.2. Contenido de Colageno en aorta

Las ratas SHR presentaron un contenido de coldgeno en las aortas mayor (p<0.05)

cuando se compar6 con las ratas normotensas (Figuras 48 y 49).Como se observa en las fotos,

los depositos de coldgeno, mostrados en color verde son més abundantes en la aorta de las ratas

SHR que en la de WKY.

WKY

SHR

Figura 48. Microfotografias representativas del contenido de coladgeno en secciones de aorta de

ratas normotensas (WKY) y ratas hipertensas (SHR) procesadas con la tinciéon de Mason (aumento

original x 80).

Cantidad de Colageno(%)

24 -
1,8 4
1,2 4 Il
0,6 -
0,0

WKY

Figura 49. Cantidad de colageno en porcentaje, en aortas de ratas normotensas e hipertensas.

* p<0.05 vs. WKY
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5.1.2. Expresion génica de CTGF en aorta

Las ratas espontaneamente hipertensas presentaron una mayor (p<0.05)
expresion vascular del ARNm del CTGF cuando se compararon con los valores de las

ratas normotensas (Figura 50).
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Figura 50. Expresion relativa del ARN mensajero del CTGF en aortas de ratas normotensas e

hipertensas. * p<0.05 vs. WKY

5.1.3. Inmunohistoquimica de CTGF en aorta

Los cortes de aorta de las ratas WKY no presentaban tincion especifica para el CTGF
(Figura 51). Por el contrario, las ratas SHR mostraron una inmunotincion especifica para el

CTGF, mas evidente en las células del muasculo liso vascular.

WKY SHR

Figura 51. Microfotografias representativas de secciones de aorta de ratas normotensas (WKY) y ratas

hipertensas (SHR) inmuno teflidas con el anticuperpo anti-CTGF (aumento original x 120).
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5.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO LOS RECEPTORES AT; SOBRE LA

ESTRUCTURA DE LA PARED DE LA AORTA

5.2.1. Estructura Vascular

El tratamiento cronico con Candesartan en ratas espontaneamente hipertensas

redujo significativamente (p<0.05) el area de la media y el cociente media/lumen

(Figura 52; Tabla 5). Sin embargo, no se observaron cambios en las SHR tratadas ni en

el area de la luz ni en el area del vaso. Estos datos sugieren el papel importante de la

Angiotensina II en el engrosamiento de la media asociado a hipertension.

WKY SHR SHR + C

Figura 52. Microfotografias representativas (aumento original x 40) de secciones de aorta de ratas WKY,
SHR y SHR + C.

Grupo Area del Vaso Area de la Luz Area de la Media Cociente

P (mm?) (mm?) (mm?) Media/Lumen
WKY 1.46 = 0.09 1.96 = 0.12 0.5+ 0.04 0.25+0.01
SHR 1.95+0.10 * 2.83+0.25* 0.89 + 0.08 * 0.31 +0.02 *

SHR+C| 1.95+0.19* 2.55+0.13 ** 0.61 +0.03 ** 0.24 +0.02 * *

Tabla 5. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre el area del vaso, de la luz y de la media y el

cociente media/lumen en arterias de rata. Los valores se expresaron como la media £ eem. * p<0.05 vs.

WKY.
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5.2.2. Contenido de Colageno en aorta

El tratamiento cronico con Candesartan en las ratas SHR provoco una reduccion
significativa del contenido de colageno en aorta respecto de las ratas SHR sin tratar

(Figuras 53 y 54).

WKY SHR SHR + C

Figura 53. Microfotografias representativas del contenido de coladgeno en secciones de aorta de
ratas normotensas (WKY), ratas hipertensas (SHR) e hipertensas tratadas con candesartan (SHR+C)

procesadas con la tincion de Mason (aumento original x 80).
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Figura 54. Porcentaje de la cantidad de coldgeno analizado en las aortas de ratas normotensas (WKY),
hipertensas (SHR) e hipertensastratadas con candesartan (SHR+C).
* p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR.
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5.2.2. Expresion génica de CTGF en aorta

La expresion del ARN mensajero del CTGF en los homogenizados de aorta de las

ratas SHR tratadas con Candesartan fue menor (p<0.05) respecto de las SHR no tratadas

(Figura 55). Estos resultados sugieren que la angiotensina II juega un papel importante en

la regulacion del CTGF en los animales hipertensos.
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Figura 55. Efecto del bloqueo de los receptores AT, sobre la expresion del ARN mensajero del Factor de

Crecimiento Conectivo Tisular en las arterias de ratas. * p<0.05 vs. WKY, # p<0.05 vs. SHR

5.2.3. Inmunohistoquimica de CTGF en aorta

El tratamiento cronico con Candesartan en las ratas SHR provocd una

inmunotincién especifica para el CTGF menor que la que tenian las ratas SHR sin tratar

(Figura 56), lo que sugiere la participacion de la angiotensina II en la regulacion del

CTGF vascular.
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Figura 56. Microfotografias representativas de secciones de aorta inmuno tefiidas con el
anticuperpo anti-CTGF de ratas normotensas y ratas hipertensas tratadas o no con candesartan (aumento

original x 120).
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Discusion

Los resultados muestran que el bloqueo de los receptores de AT; con
candesartan a la dosis de 2mg/Kg/dia, en las ratas espontaneamente hipertensas produce
una reduccion importante de la presion arterial. Esta reduccion, aunque no llegd a
alcanzar los valores de las ratas normotensas, es capaz de producir unos efectos
beneficiosos en cuanto a la estructura y funcion vascular, estrés oxidativo e inflamacion
tanto sistémica como vascular. Por tanto, se podria sugerir que el sistema renina
angiotensina, y en particular la All participaria mediante acciones celulares directas en
las alteraciones estructurales, funcionales, oxidativas e inflamatorias vasculares

asociadas a la hipertension.

1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA ESTRUCTURA Y FUNCION
VASCULAR: CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT;

1.1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA ESTRUCTURA Y FUNCION
VASCULAR

La hipertension esta asociada a un remodelado vascular. Asi lo demuestra el
estudio morfologico de las aortas de las ratas SHR que presentan cambios en la
estructura vascular caracterizados por un aumento en el area del vaso, el area de la luz,
el area de la media y un incremento en el cociente area de la media / area del lumen,
respecto de las WKY. Estos resultados indican la presencia de un remodelado vascular
caracterizado por la expansion hacia el exterior (outward expansion) en las SHR. El
endotelio vascular, como se ha comentado en esta tesis, es sensible al estrés de
cizalladura, induciendo vasodilatacion cuando el flujo sanguineo y la presién aumentan.
Bajo condiciones normales, el tono basal de las arterias se reduce al aumentar la presion
a través de este mecanismo dependiente de endotelio, y viceversa. Sin embargo, si la
presion estd elevada de manera cronica como ocurre en la hipertension, la
vasodilatacion mantenida provocaria respuestas de crecimiento celular y por tanto se
induciria un cambio fenotipico en las CMLV aumentando la hipertrofia, el crecimiento
y el aumento de los depositos de matriz extracelular. Estas alteraciones provocarian un
engrosamiento de la pared vascular, un aumento de la luz del vaso y por tanto una

expansion hacia afuera. De este modo, se podria pensar que dicho remodelado hacia
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afuera se genera para mantener la luz del vaso por la incapacidad del mismo para
normalizar el estrés tensional. Uno de los mecanismos implicados en esta alteracion
estructural es la activacion de Rho, ya que se ha observado que contribuye en los
procesos de hipertrofia y remodelado hacia afuera de la pared vascular danada (Pearce
et al., 2004). Como resultado final, las arterias alteran su funcion, disminuyendo la
capacidad contractil y/o relajante, y son menos elasticas, con la consiguiente pérdida de
la capacidad de amortiguar el flujo sanguineo pulsatil. Resumiendo, el remodelado
hacia afuera tendria las siguientes caracteristicas 1) podria ayudar a mantener la luz del
vaso y restaurar la perfusion tisular, 2) no estaria vinculado directamente a la
vasodilatacion mediada por flujo, 3) estaria involucrado en la desdiferenciacion
transitoria y recambio de las CMLV vy 4) esta precedido por un aumento en la expresion

de proteinas de la matriz extracelular (De Mey et al., 2005).

Como ya se ha comentado, la hipertension produce un remodelado vascular
caracterizado por un aumento de la produccion de la matriz extracelular que va a inducir
un engrosamiento de la media. El estrés tensional en las CMLV induce un aumento en
la expresion de fibronectina y coldgeno mediado por la activacion del factor de
transcripcion nuclear AP-1 (Tamura et al.,, 2000). Ademas de estas proteinas, la
produccion vascular de CTGF estd aumentada en modelos experimentales de
hipertension por infusion de AIl (Oemar et al., 1997, Ruperez et al., 2003a). Se ha
descrito que la regulacion del CTGF estd mediada, entre otros factores, por las fuerzas
de estiramiento, de rozamiento y la presion tensional que componen el estrés mecanico
(Riser et al., 2000). En este sentido, los resultados de este estudio muestran que en un
modelo multifactorial de hipertension arterial, existe un aumento en la expresion y en la
produccion vascular de CTGF asi como un aumento de la produccion de colageno. Las
SHR presentan una expresion vascular 3 veces mayor del ARNm del CTGF respecto a
las WKY. Esta diferencia de expresion génica presenta un gran paralelismo con los
ensayos de inmunohistoquimica, donde se observa una inmunotincion al CTGF superior
en las secciones de aorta de las SHR respecto de las WKY. Este resultado sugeriria que
el remodelado vascular observado en las ratas hipertensas estaria asociado a una mayor
produccion del agente profibrotico CTGF. Este resultado se asocia con un aumento de
colageno confirmando un aumento de la matriz extracelular en las SHR. Dichas

alteraciones estructurales asociadas a hipertension podrian estar ligadas a las

144



Discusion

alteraciones observadas en la funcion vascular de las ratas SHR que se va a discutir a

continuacion.

Con respecto a los estudios de la funcion vascular, la elevacion de las cifras de
presion arterial va asociada a disfuncidon vascular, como sugieren los resultados de
reactividad vascular obtenidos en los anillos aorticos de las SHR. Asi, los resultados
muestran que la vasoconstriccion inducida por KCl es ligeramente menor en anillos
aorticos de SHR que en los de las ratas WKY y que por tanto las fibras musculares de
los anillos aorticos de las SHR presentan una ligera alteracion de los mecanismos
contractiles independiente de endotelio, respecto de las WKY. Este resultado coincide
con otros estudios, donde se ha descrito una vasoconstriccion disminuida a KCI en SHR
respecto a WKY, incluso en ratas SHR de 4 semanas de edad con unos niveles de
presion arterial comparables a los de las WKY. Por tanto, esta disminucion de la
vasoconstriccion a KCIl en SHR podria tener un origen genético y no es consecuencia de
la elevacion de la presion arterial, ya que esta presente antes de la aparicion de la
hipertension (Gendron et al., 2004, Kung y Luscher, 1995). Al igual que la hipertension,
se ha observado que el envejecimiento reduce la vasoconstriccion inducida por KCI
tanto en las ratas hipertensas como en las normotensas (Kung y Luscher, 1995, Maeso
et al., 1998). Debido a que la contraccion a KCI es independiente de la activacion de
receptores, la reduccion de esta respuesta indicaria que los mecanismos contractiles de
las CMLV estan alterados en las SHR, lo que determina una menor eficacia de los
mismos. El KCI produce una despolarizacion de la membrana de las células de musculo
liso vascular (Fleming, 1987) aumentando la concentracion de calcio intracelular. A
partir de aqui, el calcio se une a la calmodulina activando la kinasa de la cadena ligera
de miosina, que la va a fosforilar y promover la contraccion del musculo liso vascular
(Dzau, 1986). Se ha descrito que este tipo de contraccion se debe principalmente a la
apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje localizados en la membrana,
mientras que la liberacion de calcio almacenado en los depdsitos intracelulares no tiene
mucha relevancia en este mecanismo (Karaki y Weiss, 1988). Por otro lado, los cambios
en la estructura aortica podrian explicar esta reduccidon en la vasoconstriccion a KCl en
SHR. La aorta de las SHR sufre un remodelado vascular que conduce a una
vasoconstriccion a KCI reducida in vitro y posiblemente a una rigidez vascular in vivo

(Gendron et al., 2004).
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Los resultados del trabajo muestran una respuesta vasoconstrictora heterogénea
en las SHR. Asi, la hipertension se asocia a un aumento de la contraccion dependiente
de endotelio y un aumento de la respuesta a vasoconstrictores sistémicos como la Al o

AlI Sin embargo, se observé una reduccion de la vasoconstriccion a FE en SHR.

La vasoconstriccion dependiente de endotelio a la Ach + LNAME es mayor en
los anillos adrticos de las SHR que en las WKY. El principal factor vasoconstrictor
dependiente de endotelio es el TXA,/PGH,. Estudios realizados en aorta y en arterias
de resistencia de ratas hipertensas, presentan resultados similares a los obtenidos en este
estudio (Koga et al., 1989, Kung y Luscher, 1995). En experimentos realizados en
anillos de aorta y en lecho mesentérico de ratas SHR se determin6 que el EDCF era un
derivado prostanoide de la COX, ya que la respuesta vasoconstrictora observada a altas
dosis de Ach, se bloqueaba con indometacina (inhibidor de la sintesis de prostanoides).
Ensayos realizados en anillos de rata, también mostraron que la vasoconstriccion a altas
concentraciones de Ach se bloqueaba con el antagonista de los receptores de
TXA2/PGH; (SQ29548), confirmando la naturaleza prostanoide del EDCF (Auch-
Schwelk et al., 1992, Koga et al., 1989, Luscher and Vanhoutte, 1986¢, Taddei y
Vanhoutte, 1993, Yin et al., 1991). Ademads, en experimentos previos de nuestro grupo
y que no se muestran aqui, no hemos observado ninguna diferencia en la
vasoconstriccion inducida por la ET-1 ni en la mediada por el analogo del TXA,, U-
46619, en anillos de aorta, entre las SHR y las WKY. Por tanto, el aumento de la
vasoconstriccion a Ach + LNAME se deberia a una liberacion mayor de EDCF asociada

a la hipertension.

Los resultados del estudio muestran que la respuesta adrenérgica a FE en los
anillos aorticos de los animales hipertensos es menor que en los animales normotensos.
Sin embargo, en estudios previos hemos observado que la vasoconstriccion a FE en
anillos de aorta en SHR era mayor que en WKY (Cachofeiro et al., 1996, Rodrigo et al.,
1997). Sin embargo, existen otros vasos como la carétida de ratas SHR-SP, donde se ha
descrito que la respuesta a FE esta disminuida en SHR respecto a WKY (Rahmani et al.,
1999, Traub et al., 1995) sugiriendo una reduccion de la sensibilidad de la FE a los

receptores ai-adrenérgicos o una menor densidad de los mismos.
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La FE es un agonista adrenérgico no selectivo que actia sobre receptores o y ap,
tanto en el endotelio como en las CMLV. En el endotelio, ambos receptores producen
liberacion de NO que promueve la vaso relajacion, sin embargo su efecto
vasoconstrictor sobre las CMLV es mucho mas intenso, por lo que el resultado final es
una vasoconstriccion. La aparicion del remodelado vascular asociado a la hipertension
podria explicar porque las ratas SHR presentan esta disminucion en la respuesta a FE,
ya que las CMLV cambiarian su fenotipo aumentando la hipertrofia, el crecimiento y el
aumento de la matriz extracelular, y por tanto se veria reducida la funcionalidad y
capacidad contractil. Por otro lado, se ha sugerido que esta alteracion de la respuesta a
FE podria tener un origen genético, ya que hay estudios en los que se demuestra que la
disminucion de la contraccion a FE en SHR respecto de las WKY es independiente de

los niveles de presion arterial (Gendron et al., 2004).

A diferencia de lo que se observa con la respuesta adrenérgica, las SHR
presentan una mayor respuesta tanto a la Al y AIl. El aumento de la vasoconstriccion en
respuesta a la Al y AIl que se observa en los anillos adrticos de SHR respecto a los de
las WKY puede ser debido a una mayor sensibilidad y/o densidad de los receptores
AT, asi como a una mayor actividad de la ECA en la aorta. En este sentido, hay
estudios en los que se ha observado que la respuesta vasoconstrictora inducida por el
principal efector del sistema renina angiotensina, la AIl, en SHR es mayor que en ratas
normotensas. Por tanto, se podria sugerir que en la aorta de las ratas SHR habria una
sobrexpresion de los receptores AT; y que la All participaria en el proceso de la
disfuncion vascular hipertensiva a través de estos receptores (Radhakrishnan and Sim
87-90). En los estudios realizados para evaluar la densidad de los receptores AT, se ha
observado que en la aorta de rata hay una prevalencia mayor de los AT, que de los AT,
y que en las SHR la densidad de los receptores AT, es superior que en las WKY
(Radhakrishnan and Sim, 1994, Song et al., 1994). Por otro lado, se han publicado
trabajos en los que se demuestra que la actividad de la ECA en aorta de SHR es mayor
que la de la rata WKY, lo que podria explicar también el aumento de la
vasoconstriccion a Al en los anillos adrticos de las SHR (Nakamura et al., 1988,
Okunishi et al., 1991, Sim, 1990). En las venas cava y braquial de las ratas SHR
también se ha descrito un aumento de la actividad de la ECA respecto a WKY; sin

embargo, en las arterias pulmonar y hepatica la actividad de la ECA fue similar tanto en
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ratas hipertensas como en ratas normotensas. Por lo tanto este aumento no parece ser

homogéneo en todos los lechos vasculares.

Las SHR presentan una relajacion endotelio dependiente inducida por la Ach
menor que las ratas normotensas confirmando una alteracién de la funcion endotelial.
La hipertension estd caracterizada por una disfuncion endotelial que se manifiesta
principalmente por una disminucion de la relajacion dependiente de endotelio (Cediel et
al., 2003, Gibbons, 1997, Koga et al., 1989, Kung and Luscher, 1995, Miyamoto et al.,
1998, Panza et al., 1995, Tominaga et al., 1994, Vazquez-Perez et al., 2001). Como ya
hemos descrito, el endotelio es uno de los 6érganos diana de la hipertension y debido a su
localizacidon anatoémica, estd expuesto a las fuerzas mecanicas del flujo sanguineo. Por
tanto, en las SHR, el aumento de presion arterial induce un aumento de fuerza de
cizalladura en el endotelio vascular que va a provocar modificaciones estructurales
como el remodelado vascular (anteriormente discutidas) y alteraciones funcionales que
afectan a la produccion, liberacion y respuesta de los distintos factores vasoactivos
(Luscher, 1990). La reduccion de la relajacion a Ach es consecuencia principalmente de
una disminucién en la disponibilidad de NO (Cediel et al., 2003, Gibbons, 1997, Koga
et al., 1989, Kung and Luscher, 1995, Miyamoto et al., 1998, Panza et al., 1995,
Vazquez-Perez et al., 2001). Existen dos causas principales que podrian contribuir a la
disminucion de la disponibilidad de NO. En primer lugar una reduccién en la expresion
génica de la enzima oxido nitrico sintasa endotelial (NOSe), en la expresion proteica o
bien en la actividad enzimatica. La segunda es un aumento en la inactivacion del NO
por el 'Oy . Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran niveles similares
de expresion génica vascular de la NOSe tanto en WKY como en SHR. Sin embargo, se
han descrito todas las combinaciones posibles (aumento, disminucion o no
modificacion) para la expresion o actividad enzimatica vascular de la NOSe en SHR
respecto a las WKY (Alexander et al., 1999, Lou et al., 2001, Miyamoto et al., 1998,
Moreno et al., 2002, Yoshiyama et al., 1999), lo que indicaria la compleja regulacion de
esta enzima, con distintos grados de activacion segliin las condiciones experimentales.
Por otro lado, se ha observado que en las SHR hay una mayor expresion génica de la
p22phox lo que podria reflejar un aumento del “O,” producido, en su mayor parte, por la
enzima vascular oxidasa de nicotinamin adenin dinucledtido / fosfato de nicotinamin
adenin dinucle6tido (NADH/NADPH), tal y como se ha descrito en trabajos previos
(Chen et al., 2004, Hamilton et al., 2001, Luscher, 1990, Miyamoto et al., 1998,
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Nakazono et al., 1991, Zalba et al., 2001). Por tanto, en este caso, se podria sugerir que
la reduccion de la relajacion dependiente de endotelio en las SHR, se deberia a una
menor biodisponibilidad de NO, pero no por una disminucion en la expresiéon o una
posible reduccion de la actividad de la NOSe, sino por una mayor produccién de O,”

que inactivaria al NO degradandolo.

Alternativamente, existen otros mecanismos, como la capacidad de las células
endoteliales para sintetizar y liberar factores vasoconstrictores, que va a contribuir al
deterioro de la funcion endotelial. En este sentido, ensayos de funcion vascular SHR
sugieren que la reduccion en la respuesta vasodilatadora a Ach podria ser debida a la
liberacion de prostanoides con efecto vasoconstrictor que reducirian la respuesta del
musculo liso a los factores relajantes derivados de endotelio. Si tenemos en cuenta los
resultados, uno de los mecanismos posibles, implicados en la disminucion de la
relajacion a Ach podria ser el aumento de los EDCEF, tal y como se observa en SHR que
presentan una mayor contraccion endotelio dependiente a Ach+LNAME respecto de las
WKY. Como consecuencia, el aumento de prostanoides vasoconstrictores va a favorecer
el desarrollo y mantenimiento de la disfuncion endotelial asociada a hipertensiéon en

ratas.

Para comprobar que la disminucion de la vasodilatacion inducida por la Ach se
debe a una disfuncién endotelial, y no a una alteracién de la respuesta del musculo liso
al NO, se estudia la respuesta la respuesta vasodilatadora inducida por un dador
exodgeno de NO como el NPS. Los resultados del trabajo muestran una respuesta similar
SNP en los anillos adrticos de las SHR y de las WKY. Este resultado coincide con
estudios previos en los que no se han observado cambios en la respuesta a
nitrovasodilatadores en ratas hipertensas (Akiba et al., 1995, Nigro et al., 1989, Novosel
et al., 1994, Tominaga et al., 1994, Wuorela et al., 1994). Por lo tanto, en las SHR, el

aumento de los niveles de presion arterial afecta inicamente a la funcion endotelial.

Finalmente, 1la  relajacion inducida por el agonista de los
receptores 3 adrenérgicos, isoproterenol, es menor en los anillos aorticos de las ratas
hipertensas respecto a las ratas normotensas, indicando una posible reduccioén en la
respuesta mediada por los receptores B—AR en la aorta de SHR. En estudios previos de

nuestro grupo, se han observado resultados similares en la arteria coronaria de SHR.

149



Discusion

Los principales componentes que subyacen a la respuesta a isoproterenol son el NO y el
EDHF, respectivamente (Vazquez-Perez et al., 2001). En trabajos de otros autores se
observan los mismos resultados en arteria toracica mientras que en la aorta abdominal
no observan diferencias en la relajacion a isoproterenol (Cheng and Shibata, 1981).
Recientemente se ha descrito que esta disminucion de la respuesta a isoproterenol no se
debe a una reduccion de los siguientes factores: la expresion de los receptores
[ adrenérgicos, las proteinas G, la actividad AC o la protein-quinasa, respectivamente.
Sin embargo, se ha descrito que en aortas de ratas viejas, la disminucion de la relajacion
mediada por los receptores 3 adrenérgicos podria estar provocada por una reduccion en
la expresion de la caveolina-1 y una reduccion de la union de GRK-2 (Proteina quinasa
de los receptores acoplados a proteina G). La caveolina se encarga, entre otras
funciones, del ensamblaje de los B—AR con la GRK y otras proteinas sefalizadoras.
Como resultado, se produce un incremento en la fraccion libre de GRK-2 que podria
fosforilar y por tanto, desensibilizar a los receptores [ adrenérgicos. Sin embargo, a
pesar de esta observacion en estudios de envejecimiento, no existe ninguna evidencia
sobre este mecanismo en aorta de SHR (Schutzer et al., 2005). Por tanto, se podria
suponer que los niveles elevados de presion arterial disminuirian la respuesta

B adrenérgica a través de una posible reduccion de EDHF y NO.

1.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT; SOBRE
LA ESTRUCTURA Y FUNCION VASCULAR

El tratamiento con candesartan reduce el area de la media, de la luz y el cociente
area de la media / area del lumen en las aortas de las SHR; sin embargo, estos
parametros no se normalizaron. En este sentido, estudios realizados en pacientes con
una hipertension moderada, se ha demostrado que el tratamiento prolongado con ARA
IT corrige la estructura alterada de las arterias de resistencia (Bennai et al., 1999,
Schiffrin et al., 2000). En concreto, la All tiene una accidon reguladora de crecimiento
dual sobre las CMLV. Por un lado es capaz de inducir hipertrofia mientras que por otro
lado puede inhibir la sintesis de ADN estimulada por mitégenos. Las acciones de la All
con un efecto hipertroéfico dsobre las CMLV estdn asociadas a una serie de

sefalizadores intracelulares entre los que destacan la tirosin quinasa, MAPK, PKC o la
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activacion de protooncogenes (Touyz y Schiffrin, 2000). La All, a través de la union de
los receptores AT activaria la PKC dependiente de fosfolipasas cuyo resultado seria la
activacion de factores de transcripcion como el proto oncogen c-fos, que es un factor
involucrado en la proliferacion y crecimiento celular. Alternativamente, de puede
activar la ruta de las JAK y de los factores de transcripcion STAT (Horvath and Darnell,
1997), que generaria una expresion temprana de factores relacionados con el
crecimiento. Este mecanismo se ha descrito como el mecanismo principal que subyace
al remodelado vascular inducido por la hipertension a través de la All (Dostal et al.,
1997). Adicionalmente, la AIl es capaz de activar a las MAPK vy factores de
transcripcion como c-fos, c-jun y c-myc, implicados en el crecimiento celular, apoptosis
y diferenciacion celular (Berk, 2000). Por otro lado, la AIl induce un aumento de la
expresion del TGFf,, el PDGF, el bFGF o el EGF, a través al menos de manera parcial
de la activaciéon de ERK. Asi, las proteinas ERK activadas, inducen un aumento de la
actividad del factor de transcripcion AP-1, responsable de la transcripcion del TGFf;
entre otros factores (Gibbons et al., 1992, Hamaguchi et al., 1999). Por tanto, los
mecanismos que subyacen a los efectos beneficiosos del bloqueo de los receptores AT,
en cuanto a la estructura vascular en SHR, implicarian el bloqueo de las vias

intracelulares mediadas por la AIl anteriormente descritas.

Los resultados del trabajo indican que el tratamiento con antagonista de los
receptores AT; en SHR reduce de manera significativa tanto la expresion génica
vascular del CTGF como su produccion, asi como el contenido vascular de colageno
respecto de las ratas SHR sin tratar. Por tanto, se podria considerar al CTGF como un
mediador de la fibrosis vascular causada por la AIl. El TGFP;, como ya se ha
mencionado, es un inductor de la expresion del CTGF, que regula los procesos de
proliferacion y apoptosis, migracion y fibrosis de las CMLV. En ratas hipertensas por
infusion con All, se ha observado un aumento de la produccion de CTGF, asi como
proteinas de la matriz extracelular tales como fibronectina, colageno tipo 1 y laminina.
Dicha induccion del CTGF en estas ratas se produce antes de la produccion de matriz
extracelular (Ruperez et al., 2003). En este sentido, al igual que los resultados, se ha
descrito una reduccion en la acumulacion de colageno en las aortas de las SHR tratadas
con un ARAII (Benetos et al., 1997). Asimismo, en arterias humanas con lesiones

ateroscleroticas, se observaron niveles elevados de expresion del RNAm de CTGF y de
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proteinas de matriz extracelular en las CMLV ademas de un proceso fibrotico (Oemar et
al., 1997). Se ha descrito que la union de la AIl a los receptores AT, induce la
activacion de proteinas quinasas como la PKC, PKT y MAPK, que a través del factor de
transcripcion AP-1 regulard de manera parcial la sintesis de fibronectina en CMLV y en
fibroblastos (Ruiz-Ortega y Egido, 1997, Tamura et al., 1998). Se han descrito otros
mecanismos a través de los cuales se aumenta la produccion de CTGF. En concreto, la
activacion de la NADPH oxidasa a través de AIl (como se discutira mas adelante)
genera una produccion de ERO que estan implicadas en la sintesis de CTGF. Estudios
in vitro han demostrado que la administracion de antioxidantes bloquean la produccion
de CTGF en CMLV (Ruperez, 2005). Todos estas modificaciones y alteraciones
mediadas por la All, favorecen el desarrollo de la aterosclerosis, siendo uno de los
factores de riesgo los niveles elevados de presion arterial. La estimulacion de la
migracion y proliferacion de las células musculares lisas hacia la intima, favorece tanto
el proceso aterosclerotico como el cambio de fenotipo contractil a sintético, lo que
determina la produccion de colageno, elastina y proteoglicanos (Pratt y Dzau, 1993).
Ademas de los factores esenciales para el desarrollo del remodelado vascular como el
estrés hemodinamico, la All, las ERO (como se describird mas adelante) junto con una
disponibilidad de NO reducida (Abe y Berck, 1998, Kidd, 1997, Owens, 1987,
Rosendorff, 1996), habria que tener en cuenta la importante participacion del CTGF en

el proceso fibrotico asociado a hipertension.

Respecto a los experimentos de la funcion vascular, la respuesta contractil
inducida por KCI en anillos adrticos de las SHR tratadas con candesartan durante 10
semanas es mayor que en los animales no tratados y se normaliza con la de los animales
normotensos. Este aumento de la contraccion a KCl podria ser una consecuencia del
efecto beneficioso de candesartdn sobre la estructura vascular. Como se ha descrito
anteriormente, el tratamiento con ARAII reduce el area de la media y de lumen asi
como del cociente media/lumen en las ratas SHR. Como resultado, se mejoraria la
maquinaria contractil de las CMLV de las SHR tratadas y por tanto presentarian una
mayor respuesta a KCl con respecto de las ratas no tratadas. Sin embargo, estudios
previos en SHR tratados con otros ARAII mostraron que la vasoconstriccion inducida
por KCl en anillos adrticos no se modificaba (Maeso et al., 1998) y dicho efecto era
debido a que la concentracion intracelular de calcio no se modificaba en las células

musculares lisas (Ko et al., 1992). No obstante, y como se ha mencionado anteriormente
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estd bien establecido que la AIl aumenta la concentracion de Ca* y se une a la
calmodulina activando la kinasa de la cadena ligera de miosina, que la va a fosforilar y
promover la contraccion del musculo liso vascular (Dzau, 1986). Independientemente
del mecanismo molecular, la normalizaciéon de la vasoconstriccion inducida por KCI en
estos animales se podria atribuir a que tienen una estructura vascular muy parecida a la

de los animales normotensos.

La contraccion dependiente de endotelio inducida por la Ach+LNAME en las
ratas SHR tratadas con candesartdn es menor que la de las ratas SHR no tratadas.
Estudios funcionales en anillos de aorta y arteria coronaria, de ratas SHR tratadas con
ARAII han descrito resultados similares en cuanto a la reduccidén en la contraccion
endotelio-dependiente, lo que sugiere la participacion de la All en la fisiopatologia de la
funcién vascular (Luscher y Vanhoutte, 1986, Vazquez-Perez et al., 2001). Este mismo
efecto se ha descrito en arterias de resistencia de ratas SHR, donde el bloqueo de los
receptores AT; de AIl anula la contraccion dependiente de endotelio a la Ach (Li et al.,
1998). Ademas, estudios en ratas con hipertension inducida por la administracion
cronica de All, muestran un incremento de la respuesta a Ach+LNAME en aorta
(d'Uscio et al., 1997). Debido a que la All es capaz de estimular la formacion de TXA,
en las células endoteliales (Manabe et al., 1989, Wilcox y Welch, 1990), el bloqueo de
los receptores AT, puede reducir esta respuesta que depende de la produccion de este
factor. En base a esto, una disminucion de la liberacion de TXA,, podria ser uno de los
mecanismos que participan en esta reduccion de la vasoconstriccion a Ach+LNAME
observada en SHR tratadas con candesartan, ya que se ha descrito que la inhibicion
cronica de las acciones de la AIl disminuyen la liberacion de TXA; en las SHR (Auch-
Schwelk et al.,, 1992, Koga et al., 1989, Luscher y Vanhoutte, 1986, Taddei y
Vanhoutte, 1993). Otro mecanismo implicado en la reduccién de la contraccion a
Ach+LNAME, podria ser la reduccion de las cifras de PA en las SHR tratadas con
candesartan. Esta bien establecido que el estrés hemodindmico de la pared arterial es un
estimulo para la liberacion de TXA, y PGH,, por lo que la reducciéon de la presion
arterial y por tanto el estrés hemodindmico, podria conducir a una disminuciéon de la
liberacion de estos factores vasoconstrictores endoteliales y por consiguiente, una
menor vasoconstriccion a Ach+LNAME. Las alteraciones estructurales del endotelio
que tienen lugar en la hipertension, también podrian modificar su capacidad para

sintetizar estos compuestos conduciendo a una estimulacion de su produccion, asi las

153



Discusion

acciones del tratamiento sobre la pared vascular como la reduccion del area de la media
también podrian estar participando en este efecto. Resumiendo, la disminucion de la
contraccion dependiente de endotelio a Ach+LNAME en ratas hipertensas tratadas con
candesartan, podria ser debido a varios mecanismos entre los que se encuentran la
disminuciéon de la PA, la mejora de la estructura vascular y/o la reduccion de la
liberacion de TXA, y PGH;; en todos ellos juega un papel central la All a través de los

receptores AT.

El bloqueo de los receptores tipo 1 de AIl normaliza la contraccion a FE en las
SHR. Esta mejora podria ser en parte debida a los mecanismos mencionados
previamente por la Ach+LNAME. Sin embargo, en la literatura hay una gran
heterogeneidad de resultados respecto al tratamiento con ARAII y la respuesta a FE. Asi
por ejemplo, en estudios previos se ha descrito que el tratamiento cronico con ARAII en
ratas hipertensas adultas, no modifica la vasoconstriccion a FE en anillos de aorta
(Rodrigo et al., 1997) o por el contrario, la reduce (Cachofeiro et al., 1996, Rodrigo et
al., 1997). Esta diversidad de respuestas podria ser debido a una distinta expresion o
distinta sensibilidad de los receptores alfa adrenérgicos hacia la fenilefrina en este

modelo experimental de hipertension multifactorial.

El tratamiento con candesartan en las ratas hipertensas normaliza la contraccion
a la Al; sin embargo la respuesta vasoconstrictora inducida por la AIl no se modifica
con el tratamiento. En cualquier caso, la incubacion de los anillos con Al 'y AIl produce
una respuesta contractil similar, lo que indicaria por un lado una posible reduccion de la
actividad de la ECA y por tanto una menor produccion de All endogena, o por otro lado
una menor densidad de receptores AT;. Sin embargo, la contraccion a All tanto en SHR
con tratamiento como en SHR sin tratar fue similar, lo que indicaria que no habria tal
reduccion de receptores AT, y que probablemente el bloqueo de los receptores AT “in
vitro” no es tan eficaz como “in vivo” y por eso la respuesta es similar. Ademas, el
hecho de que esta vasoconstriccion no se normalice, podria ser debido a que, mientras el
antagonista de los receptores AT, se administra “in vivo”, los experimentos de
reactividad vascular se realizan “in vitro” y lo mas probable es que al realizar los
lavados de los anillos, las uniones entre el antagonista y el receptor se rompan y el
farmaco quede libre. Es decir, que el bloqueo cronico con ARAII no se mantenga “in

vitro”. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, hay autores que sugieren
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que el bloqueo de los receptores AT, podria afectar ademas a la actividad de la ECA,
reduciendo asi la produccién de AIl y minimizando sus efectos deletéreos. En este
sentido, se ha observado una reduccion de la actividad de la ECA en el pulmén y aorta
en animales hipertensos por infusion de AIl o por coartacion adrtica tratados con un

ARAII (Goetz and Holtz, 1999, Metsarinne et al., 1996).

Por otro lado, los resultados del estudio muestran una mayor relajacion endotelio
dependiente a la Ach en anillos de aorta de las ratas SHR tratadas con candesartan
respecto de las SHR no tratadas. En este sentido, en trabajos previos en ratas se ha
descrito que tanto la hipertension como el envejecimiento van asociadas a una relajacion
a Ach disminuida que se corrige cuando se tratan las ratas viejas e hipertensas con
antagonistas de los receptores de All tipo 1 (Maeso et al., 1998, Rodrigo et al., 1997).
El aumento en la disponibilidad del NO es el mecanismo principal sugerido para
mejorar la disfuncién endotelial con el tratamiento crénico con ARAII como se ha
descrito en pacientes hipertensos y en diversos modelos de hipertension (Bosc et al.,
2001, Brosnan et al., 2002, Ghiadoni et al., 2000, Maeso et al., 1998, Rizzoni et al.,
1998, Rodrigo et al., 1997, Schiffrin et al., 2000). Los resultados del estudio confirman
esta idea ya que el bloqueo de los receptores AT, en las SHR, aumenta la expresion
vascular del ARNm de la NOSe. En estudios previos se ha demostrado que candesartan
es capaz de estimular la expresion del ARNm y de la proteina de la NOSe en el
ventriculo izquierdo de ratas normotensas, ratas hipertensas por infusion con All, ratas
Dahl sensibles a la sal, ratas hipertensas Goldblatt y ratas propensas a ictus SHR-SP
(Bennai et al., 1999, Brosnan et al., 2002, Higashi et al., 2000, Kobayashi et al., 2001,
Kobayashi et al., 2001, Olson et al., 1997). Por tanto, la disfunciéon endotelial
hipertensiva estaria caracterizada por una reduccidon de la relajacion a Ach debido
principalmente a una posible disminucion en la disponibilidad de NO como
consecuencia de un aumento de los O," tal y como se observa en las SHR. Ademas, la
angiotensina II, el principal efector del SRA, jugaria un papel importante en el
desarrollo de la disfuncidon vascular debido a que el bloqueo de los receptores AT

previene tales complicaciones.

Otro mecanismo tedricamente implicado en la mejora de la funcion endotelial
producida por candesartan podria ser la disminucioén de la contraccion dependiente de

endotelio. Esta sugerencia se basa en el hecho de que en estudios previos de
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tratamientos con ARAII muestran una reduccion en la contraccion endotelio-
dependiente en anillos de aorta y de arteria coronaria (Luscher and Vanhoutte 344-
48;Vazquez-Perez et al. 539-45). Podria proponerse que la reduccion de la contraccion
endotelio-dependiente producida por candesartan mejoraria la funcion endotelial ya que
el tratamiento reduce la contraccion a Ach en presencia del inhibidor de la NOSe, L-

NAME en SHR.

El bloqueo crénico de los receptores AT, en las ratas SHR mejora la respuesta
vasodilatadora a NPS respecto de las ratas SHR no tratadas. En la curva dosis-respuesta
se observa un desplazamiento de la respuesta hacia la izquierda de la gréfica, lo que
indica que el tratamiento con candesartdn aunque no modifica la maxima respuesta a
NPS, aumenta la sensibilidad. Una posible explicacion de este resultado seria debido al
efecto beneficioso de candesartdn en la estructura del vaso observada en SHR, que
podria mejorar la capacidad vasodilatadora de las CMLV (Owens, 1987, Rosendorft,
1996). Aun asi hay una cierta discrepancia en los resultados, ya que en experimentos
anteriores tanto de nuestro grupo de trabajo como en otros grupos, no existen
diferencias entre las ratas hipertensas tratadas con un IECA, con un ARAII o con un
antagonista de los receptores de aldosterona y las ratas hipertensas sin tratar (Cediel et
al., 2003, las Heras et al., 1999, Maeso et al., 1998, Maeso et al., 2000, Rodrigo et al.,
1997, Sanz-Rosa et al., 2005, Vazquez-Perez et al., 2001). Igualmente, en pacientes
hipertensos tratados con candesartdn también se observa una respuesta similar a SNP
respecto de los hipertensos sin tratamiento antihipertensivo (Ghiadoni et al., 2000).
Aunque no existe una explicacion clara, se podria sugerir que el aumento de la
sensibilidad a SNP en las SHR tratadas con candesartan podria ser debido bien al propio
farmaco, o a un mayor efecto beneficioso experimentado con candesartdn sobre la

reduccion del area de la media, anteriormente discutido.

La vasorelajaciéon inducida por el agonista P-adrenérgico, isoproterenol, es
mayor en los anillos aorticos de las ratas SHR tratadas con candesartan que en SHR no
tratadas. Esta mejora en la vasorelajacion corresponde tanto a una respuesta maxima
superior como a una mayor sensibilidad a los receptores -adrenérgicos. Como se ha
descrito en cardiomiocitos, los receptores AT; y los receptores B-AR, ambos receptores

acoplados a proteina G, pueden formar heterodimeros y cuando se bloquean los
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receptores AT, se puede inhibir la sefializacion a través de los receptores B-AR. Sin
embargo, en la aorta no existe evidencia alguna de este mecanismo pero tal y como se
observa en los resultados, podria existir alguna relacion a la inversa entre ambos
receptores en la aorta cuyo resultado fuese el de potenciar la respuesta a isoproterenol

mientras se bloquean los receptores AT; (Barki-Harrington et al., 2003).

2. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO:
CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT,

2.1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO

Los resultados del estudio muestran que las SHR respecto de las WKY presentan
un aumento en la expresion de la NADPH oxidasa vascular y de los niveles hepaticos de
MDA; una reduccion en la actividad de la GPx y un aumento de la GRed hepatica, asi
como una disminucion del GSH y un aumento del GSSG que se refleja en una
disminuciéon de la relacion GSH/GSSG hepatica. Estos resultados indican que la
hipertension estd asociada a un aumento del estrés oxidativo y a una alteracion del estado

redox sistémico.

Las ratas SHR presentan una expresion vascular del ARNm de la p22phox mayor
que las ratas normotensas, sugiriendo un aumento en la produccion adrtica de aniones
superoxido, siendo uno de los mecanismos que subyacen al aumento del estrés oxidativo.
Como se comentd anteriormente, la produccion de ‘O, en las SHR, aumenta la
degradacion del NO generandose peroxinitrito (OONQO), que participa en la peroxidacion
lipidica, la nitrosacion de proteinas, la alteracion de los acidos nucleicos y la disfuncion
endotelial (Munzel et al., 1997, Nakazono et al., 1991, Radi et al., 1991). Ademés, como
se ha mencionado anteriormente, el aumento de la NAD(P)H oxidasa asi como un
aumento de la produccion de los aniones superdxido contribuyen de manera importante a
la inactivacion del NO y al desarrollo de la disfuncion endotelial en hipertension (Munzel

et al., 1999, Zalba et al., 2001).

Las ratas SHR presentan unos niveles hepaticos de MDA mayores que las WKY,

lo que indicaria la estimulacion de la peroxidacion lipidica enzimatica en SHR. Este
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hecho respalda la idea del aumento de la produccion de ERO asi como un aumento en el
estrés oxidativo asociada a hipertension (Brosnan et al., 2002). En este sentido, hemos
observado como en SHR y en ratas con hepatotoxicidad experimental los niveles
plasmaticos de MDA son superiores a los de las ratas controles (Sanz-Rosa et al., 2005,
Sodergren et al., 2001). El MDA también puede ser evaluado en plasma y aunque es
menos sensible, los resultados que se obtienen son similares a los hepaticos. De hecho
se ha propuesto al MDA como marcador biologico del dafio oxidativo, ya que se
encuentran niveles plasmaticos elevados en diferentes situaciones patoldogicas como
Diabetes Mellitus, aterosclerosis, artritis reumatoide, fumadores o pacientes con VIH
(Aghdassi y Allard, 2000, Requena et al., 1996). Una situacion similar ha sido
propuesta para los 8-isoprostanos como indicador de la peroxidacion lipidica no
enzimatica, ya que como se observa en la hipertension, la enfermedad renovascular, la
aterosclerosis o la enfermedad arterial coronaria, hay un aumento de los niveles
plasmaticos de 8-isoprostanos (Minuz et al., 2002, Vassalle et al., 2003). Ademas, en
ratas hipertensas por infusion de All y en un modelo de rata dependiente de AIl como es
la rata con un clip en la arteria renal (2K,1C), se muestran niveles plasmaticos elevados
de 8-is0-PGF,, respecto a los controles respectivos (Chabrashvili et al., 2003, Welch et
al., 2003). Sin embargo, los resultados no muestran diferencias entre los niveles de 8-
1s0-PGF,, plasmaticos de las ratas normotensas e hipertensas. En este sentido, se
muestran cifras similares de los 8-isoprostanos plasmaticos en pacientes diabéticos e
hipertensos (Sato et al., 2003). Ademas, se ha descrito que los niveles de 8-iso-PGF;,
plasmaticos tampoco se modifican tras la administracion de antioxidantes como la
vitamina E (Sodergren et al., 2001, Souvignet et al., 2000). Estos resultados sugieren
que la peroxidacion lipidica no enzimadtica, no estd asociada a un aumento de los valores
de presion arterial en ratas, incluso en una situacion donde se observa un aumento del
estrés oxidativo. Por consiguiente, los resultados indican que, bajo estas condiciones
experimentales, inicamente los niveles hepaticos y plasmaticos de MDA parecen ser
buenos marcadores del estrés oxidativo en ratas, mientras que los niveles de 8-iso-

PGF,, plasmaticos no parecen serlo debido a la heterogeneidad de los resultados.
El aumento de la expresion de la NADPH oxidasa asi como una mayor

concentracion de MDA hepatico en las SHR confirma el aumento del estrés oxidativo y

la alteracion del estado redox sistémico. De hecho, las ratas SHR muestran una
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actividad de la glutation peroxidasa hepatica reducida, indicando que la hipertension se
asocia no solo a un incremento en la produccion vascular del anidon superdxido (tal y
como se ha descrito y que mas adelante se discutird), sino con una defensa antioxidante
hepatica deteriorada que podria estar reflejada en un aumento del estrés oxidativo
sistémico (Carbonell et al., 2000, Suzuki et al., 2000). En efecto, la actividad reducida
de la GPx hepatica de las ratas SHR podria ser la responsable directa del aumento de la
disponibilidad de especies reactivas de oxigeno ya que esta enzima cataliza la
transformacion de H,O, a H,O y los lipoperoxidos a sus correspondientes alcoholes
(Halliwell and Guteridge, 1995, Yu, 1994). En trabajos previos se ha demostrado que
una actividad GPx hepatica deficiente es un agravante para la disfuncion endotelial en
ratones con hiperhomocisteinemia y por tanto podria sentar las bases del desarrollo de la
disfuncion endotelial a través de un posible mecanismo oxidativo dependiente de
perdxidos (Dayal et al., 2002). Se ha descrito, tanto en modelos de hipertension como
en pacientes humanos, una actividad de la GPx reducida, ademas de otras enzimas
involucradas en el metabolismo de los radicales libres como la superdxido dismutasa y
la catalasa, respectivamente (Bobillier-Chaumont et al., 2003, Cediel et al., 2003,
Fadillioglu et al., 2002, Kitts et al., 1998, Redon et al., 2003, Ulker et al., 2003). Estos
resultados indicarian que hay una degradacion menor de las ERO que podria participar
en el estrés oxidativo asociado a hipertension. Por el contrario, las ratas
espontaneamente hipertensas presentan un aumento de la enzima GRed hepatica
respecto de las ratas normotensas. En estudios anteriores se han observado resultados
similares a los de este trabajo, y por tanto se podria sugerir que este aumento de la
actividad de la GRed podria deberse a un efecto compensador del exceso de glutation

oxidado (GSSG) en las SHR (Kitts et al., 1998).

Los resultados muestran ademads, que las ratas SHR presentan un disminucion en
el cociente entre el glutation reducido y oxidado GSH/GSSG respecto de las ratas
normotensas, y unos valores de GSH menores y de GSSG mayores que los de las ratas
normotensas, sugiriendo que el estado redox hepatico o la maquinaria que regula el
estrés oxidativo hepatico estd mdas activo en las ratas hipertensas que en las
normotensas. Estudios previos en diferentes modelos de hipertension asi como en
pacientes hipertensos han mostrado resultados similares (Bayorh et al., 2003, Cediel et

al., 2003, Redon et al., 2003). El GSH se considera, como ya hemos comentado
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previamente, el agente antioxidante sistémico mdas importante. Su produccion es
practicamente hepatica pero se exporta al torrente sanguineo donde actua como el
principal agente antioxidante endogeno (Halliwell and Guteridge, 1995, Kaplowitz et
al., 1985, Kidd, 1997, Yu, 1994). El GSH es capaz de reducir los peroxidos, debido a
que actia como sustrato de la GPx. Como resultado, es oxidado a GSSG, el cual vuelve
a reducirse a GSH por la accion de la Gred. De ahi que el principal regulador del estado
redox celular sea el glutation. Ademas, de la reduccion hepatica de GSH, se ha descrito
que en SHR, la cantidad de GSH producido por las CMLV, es menor respecto de las
WKY, lo que indicaria una reduccion en la defensa antioxidante vascular asociada a
hipertension (Hector y Pena, 2005, Wu y Juurlink, 2001). Por tanto, un menor contenido
en el glutation reducido hepatico en SHR podria contribuir al aumento en el estrés
oxidativo local y sistémico y por consiguiente, una menor disponibilidad de NO y la

aparicion de disfuncion endotelial.

Estos resultados sugieren, tal y como se ha indicado en distintas situaciones
patologicas experimentales, que las alteraciones en el sistema redox hepéatico asi como
la consiguiente disminucién de la defensa antioxidante como refleja el cociente
GSH/GSSG podria contribuir al aumento del estrés oxidativo sistémico el cual podria
alterar la disponibilidad del NO endotelial (Demling et al., 1994, Fava et al., 2002,
Kidd, 1997, Pinzani y Marra, 2001, Tsukahara et al., 2000).

2.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT; SOBRE
EL ESTRES OXIDATIVO

Los resultados del estudio la tesis muestran que el tratamiento con candesartan
en ratas SHR reduce la expresion vascular de la NADPH oxidasa y la produccion de
MDA, aumenta la relacion GSH/GSSG, disminuye el Glutation oxidado y aumenta el
glutation reducido respecto de las ratas SHR sin tratar. Esta situacion, producida por el
bloqueo de los receptores AT; podria contribuir al control sistémico y local del estrés
oxidativo y por consiguiente al aumento de la disponibilidad de NO y a la mejora de la

disfuncidon endotelial observada en las SHR.
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La expresion vascular del ARNm de p22phox es menor en las ratas SHR tratadas
con candesartan respecto de las SHR sin tratar. En ratas hipertensas por infusion con
All, se ha observado un aumento de la expresion de la p22phox y un aumento de la
actividad de la NAPDH oxidasa que era revertido en ratas tratadas con un antagonista
de los receptores de AT, (Fukui et al., 1997, Rajagopalan et al., 1996). De hecho, se ha
descrito que la All a través de sus receptores AT, activa la NADPH oxidasa en CMLV
y en endotelio (Griendling et al., 1994, Pagano et al., 1998, Ushio-Fukai et al., 1996).
La NADPH oxidasa se considera como la principal fuente de ‘O en los vasos (Munzel
et al., 1999, Zalba et al., 2001), por tanto se podria pensar que candesartan reduciria la
disponibilidad aodrtica de ‘O, a través de la reduccion de la expresion de p22phox
vascular. De esta manera, la mejora de la disfuncion endotelial descrita en las SHR
tratadas con candesartan, podria estar mediada, al menos en parte, por la reduccion de la
produccion "O,” vascular y por tanto por una mayor biodisponibilidad de NO (Brosnan
et al., 2002, Zalba et al., 2001). El mecanismo que subyace a este proceso estaria
mediado por la AIl a través de los receptores AT;. Adicionalmente, la mejora de la
funcion endotelial podria ser debido a la mejora de la estructura vascular ocasionada por
la reduccion de los productos derivados de la NADPH oxidasa como el ‘O;" o el HO,.
Se ha descrito que la All, a través del H,O, induce un efecto hipertrofico en las CMLV
en el que estarian implicadas las rutas intracelulares de las MAPK (p38, ERK 1 y 2,
JNK) o las JAK/STAT (Frank et al., 2000, Schieffer et al., 2000, Viedt et al., 2000). Por
tanto se podria asignar un papel fisiopatologico a la All a través de los receptores AT
induciria la sintesis de ERO y alteraria la estructura y funcion vascular y como veremos

mas adelante, induciria la sintesis de pardmetros inflamatorios.

El tratamiento con candesartan en SHR reduce los niveles hepaticos de MDA lo
que refleja una disminucion en la peroxidacion lipidica enzimatica. En este sentido, se
ha descrito que en pacientes hipertensos tratados con candesartan durante 12 semanas a
dosis baja redujo la produccion de MDA en monocitos (Sato et al., 2003). Por otro lado,
en ratas hipertensas mediante infusion con All o bien la rata con un clip en la arteria
renal (2K,1C) que es un modelo dependiente de All, se ha observado que los niveles
plasmaticos de MDA se reducen con el tratamiento con candesartan (Chabrashvili et al.,
2003, Welch et al., 2003). Estos resultados sugieren que en hipertension la All, a través
de los receptores AT; induce un aumento de aniones superdxido que van a provocar el

aumento de la peroxidacion lipidica enzimatica asociado a hipertension. Por el
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contrario, los valores plasmaticos de 8-iso-PGF,, no variaron en las SHR tratadas con
candesartan respecto a sus controles, indicando que en este modelo experimental, dicho
marcador no es de utilidad para evaluar la peroxidacion lipidica. Sin embargo, existe en
la literatura resultados similares y opuestos al obtenido en este trabajo. Asi en ratas
hipertensas por infusion de AII tratadas con candesartan, presentan unos niveles
plasmaticos de 8-iso-PGF,, reducidos respecto a las SHR sin tratar. Por el contrario, ni
en pacientes diabéticos, ni en hipertensos, el bloqueo de los receptores AT, fue capaz de
reducir los niveles plasmaticos de 8-isoprostanos (Sato et al., 2003). Esto podria deberse
a que los niveles plasmaticos de 8-is0-PGF;, no refleja lo que sucede a nivel tisular,

donde los niveles podrian estar modificados.

El bloqueo de los receptores AT; no modifica la actividad enzimatica ni de la
GRed, ni de la GPx en las SHR, lo que sugiere que los cambios producidos por la
hipertension sobre estas enzimas, son en parte, independientes de AIIl. Pero si
analizamos los resultados obtenidos por otros grupos observamos una gran
heterogeneidad en los mismos. Asi, el tratamiento con un antagonista de los receptores
AT, en ratas SHR aument6 la actividad de las enzimas antioxidantes GPx, catalasa y
SOD en higado, rifién y cerebro (Hector y Pena, 2005), mientras que en los corazones
de ratas normotensas con tratamiento cronico de ARAII e IECA no se han descrito
cambios en la actividad enzimatica de la SOD, GPx y catalasa, respectivamente (Costa
et al., 2002). Una situacion similar se ha descrito en ratas con insuficiencia renal, en la
que ni candesartan ni enalapril modificaron las actividades de la GPx, la SOD y la
catalasa (Sugimoto et al., 1999). Por tanto, se podria sugerir que, bajo estas condiciones
experimentales, el bloqueo de los receptores AT, en las SHR no parece estar implicado
en la estimulacion de enzimas antioxidantes, aunque desempeie un papel protector en el

estrés oxidativo a través de la reduccion de la NADPH oxidasa.

Las SHR tratadas con candesartan tienen unos niveles hepaticos de GSH
mayores y unos niveles hepaticos de GSSG son menores respecto de las SHR sin tratar.
Esta normalizacion de los niveles hepaticos de glutation va a reflejarse en un aumento
de la relacion GHS/GSSG, indicando que el bloqueo de los receptores AT; en SHR
mejora el estado redox hepatico aumentando la defensa antioxidante. Resultados

similares se han observado en trabajos de otros grupos, donde han estudiado el estado
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redox hepatico en SHR tratadas con un antagonista de los receptores AT; encontrando
un aumento de los niveles de GSH respecto de las SHR sin tratar (Hector y Pena, 2005).
A parte la restauracion de la defensa antioxidante, un aumento de los niveles de GSH
inducen una mejoria en la funcién endotelial; en este sentido, se ha demostrado que la
infusion de GSH en la arteria coronaria humana mejoré la respuesta a Ach (Kugiyama

et al., 1998).

Por tanto, los resultados del estudio permiten asignar un papel fisiopatologico a
la AII en relacion a las alteraciones oxidativas asociadas con la hipertension no sélo a
nivel vascular sino sobre la defensa hepatica antioxidante. Asimismo, se podria
considerar la hipdtesis de que los efectos de candesartan sobre el estrés oxidativo se
deben a dos mecanismos que actian en la misma direccion. El primero, la reduccion de
la p22phox en aorta y por consiguiente la reduccién de la produccion de ‘O," y una
reduccion hepatica de los niveles de MDA, y el segundo, un efecto sobre la defensa
antioxidante hepatica como demuestra el aumento de la relacion GSH/GSSG. Estos
mecanismos inducen un aumento de la defensa hepéatica antioxidante y una disminucioén
del proceso oxidativo sistémico y vascular como efectos beneficiosos del tratamiento

con candesartan.

Resumiendo, los resultados sugieren que la hipertension no estd asociada
unicamente a una elevacion del estrés oxidativo vascular, sino también con alteraciones
en el sistema redox hepatico, donde la angiotensina II estd claramente involucrada. Si
consideramos la importancia que tiene el higado como organo regulador del balance
redox sistémico y de la importancia del GSH hepatico, se podria considerar que la
mejora del estado antioxidante hepatico, junto con la reduccion de la expresion vascular
de p22phox producida por candesartan en las SHR, podria contribuir a mejorar la
funcion endotelial en estas ratas. Los resultados también demuestran el papel regulador

de la AlI a través de los receptores tipo 1 sobre las alteraciones del estatus redox.
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3. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA INFLAMACION:
CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT;

3.1. EFECTO DE LA HIPERTENSION SOBRE LA INFLAMACION

Los resultados del estudio muestran un aumento de la expresion de citoquinas
(IL-6, IL-1B y TNF-a) en la aorta de las ratas espontdneamente hipertensas lo que
sugiere la presencia de un proceso inflamatorio en la pared vascular. El aumento de la
expresion génica de estas citoquinas vasculares, se acompafia de una elevacion de los
niveles plasmaticos de la IL-6 y la IL-1p. Ademads este proceso inflamatorio parece estar
mediado por un aumento de la expresion del NFk-B y una reduccion de la de su

inhibidor Ix-B.

Los niveles de presion arterial se asocian con un aumento de la expresion del
RNAm de los marcadores inflamatorios IL-6, IL-1B y TNF-a en la aorta de las SHR.
Se ha observado con anterioridad un aumento de otros marcadores de inflamaciéon como
ICAM, VCAM, MCP-1 e IL-6 en los vasos de las ratas hipertensas (Gonzalez et al.,
2000, Haller et al., 1997, Luvara et al., 1998, Tummala et al., 1999). Por tanto, se
sugiere que la hipertension puede inducir un proceso inflamatorio en la pared vascular
en ratas que contribuiria de manera importante en la progresion del dafio vascular
asociado a hipertension y que podria desencadenar el desarrollo aterosclerotico (Blake

Ridker, 2001).

El aumento de la expresion génica de estas citoquinas vasculares, se acompaia
de una elevacion de los niveles plasmaticos de la IL-6 y la IL-1p, indicando que las
concentraciones plasmaticas de estas interleuquinas, al menos en estas condiciones
experimentales, son un reflejo de la produccion vascular. Asi, se podria proponer que
los niveles plasmaticos de IL-6 e IL-1 podrian ser utilizados como marcadores de la
produccion vascular de estas citoquinas en las SHR. Por el contrario, este no parece ser
el caso de los niveles plasmaticos del TNF-a, que no son un reflejo de la elevada
expresion génica vascular en las SHR. Esta divergencia entre los niveles plasmaticos y
vasculares del TNF-a podria ser debida a los diferentes origenes de los niveles

circulantes, ya que, a parte de la pared vascular, puede estar producido por una gran
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variedad de fuentes extravasculares (Ahima y Flier, 2000). Igualmente, no se
encontraron diferencias en la concentracion plasmatica del TNF-a entre pacientes con
hipertension esencial y sujetos normotensos (Burger y Dayer, 2002, Peeters et al.,
2001), sugiriendo que la hipertensién no se asocia a cambios en los niveles circulantes
de TNF-a. El aumento de los niveles plasmaticos de IL-6 y de IL-1B en las SHR
respecto a las WKY, indica la correlacién positiva entre estos marcadores de
inflamacion y los niveles de presion arterial. Ademas, al introducir el grupo de SHR
tratadas con candesartan en el estudio de correlacion bivariada (que se discutird mas
adelante), el valor correspondiente al coeficiente de correlacion aumenta con respesto al
estudio realizado unicamente con el grupo de las WKY y de las SHR. El hecho de que
aumente la correlacion es logico teniendo en cuenta el paralelismo existente entre los
datos de la PAS y los de las citoquinas de todos los grupos, ya que cuando la PAS
aumenta, la concentracion plasmatica de IL-1p e I[L-6 también aumenta y viceversa. En
este sentido, se ha descrito que en pacientes hipertensos también se ha observado un
aumento de estas citoquinas plasmaticas (Chae et al., 2001, Dalekos et al., 1996,
Dalekos et al., 1997, Fernandez-Real et al., 2001), lo que sugiere que la hipertension se

asocia a un proceso inflamatorio sistémico y local a nivel vascular

Los mecanismos que subyacen a la estimulacion de los mediadores inflamatorios
no estdn bien consensuados, aunque los cambios en las fuerzas hemodindmicas asi
como los factores humorales producidos por la hipertension, podrian participar en la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, cuando existe una situacion de disfuncioén
endotelial, la pared vascular promueve como hemos visto, la proliferacion de CMLV,
deposito de matriz extracelular, oxidacion de lipoproteinas, activacion de plaquetas,
proceso inflamatorio y formacién de trombo (Liao, 1998). A través de estos procesos, la
disfuncion endotelial favorece las complicaciones cardiovasculares de la hipertension.
Pero hay que decir que este proceso es reciproco y que la disfuncidon vascular no sélo
favorece el proceso inflamatorio, sino que la respuesta inflamatoria estd asociada a
alteraciones funcionales del endotelio. Asi, se ha observado que la infusidon por via
intravenosa aguda de TNF-a en ratas reducia la respuesta a Ach en anillos de aorta,
indicando que el proceso inflamatorio agudo modifica la funcién endotelial (Wang et
al., 1994). En estudios clinicos también se ha observado una situacion similar, ya que la

infusion aguda en una vena superficial de la mano de pacientes sanos, tanto de TNF-a
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como de IL-1, produce una respuesta inflamatoria aguda local que se asocia a una
alteracion de la relajacion dependiente de endotelio inducida por bradiquinina. Dicha
alteracién se mantuvo por mds tiempo al infundir ambas citoquinas a la vez (Bhagat y
Vallance, 1997). Esta reciprocidad entre proceso inflamatorio y disfuncion endotelial,
podria aparecer también entre inflamacion e hipertension. La hipertension se asocia a un
proceso inflamatorio y los resultados del estudio lo confirman, pero ;podria ocurrir el
proceso inverso? Existen indicios de que la inflamacion podria desempefiar un papel
importante en el desarrollo de la hipertension, tal y como se demuestra en varios
estudios clinicos. En un subestudio del Physician's Health Study realizado en hombres
aparentemente sanos, se observo una asociacion gradual entre los niveles de PAS, PAM,
PAD y presion de pulso con los niveles circulantes de IL-6 e ICAM-1 (Chae et al.,
2001). En el Women's Health Study realizado en mujeres postmenopausicas con niveles
normales de PA se observd que los niveles de PCR plasmatica se asociaban a un mayor
riesgo de desarrollar hipertension, ya que después de 7 anos de seguimiento los niveles
de PCR al inicio del estudio, eran mayores en las mujeres que desarrollaron

hipertension que en las que no la desarrollaron (Sesso et al., 2003).

Sin embargo, en los resultados del estudio no se ha observado ninguna diferencia
en los valores plasmaticos de PCR entre las SHR y las WKY. Por tanto, se podria
pensar que en rata, este parametro no seria un buen marcador del proceso inflamatorio.
Por el contrario, en estudios clinicos esta bien establecido que los niveles de proteina C
reactiva no sélo es un buen marcador sino que ademas es predictor de eventos
cardiovasculares tal y como ha sido demostrado en numerosos estudios. En cuanto al
IFN-y, citoquina producida principalmente por los macrofagos, tampoco se han
encontrado diferencias entre SHR y WKY. Se ha descrito que el IFN-y, al igual que
MCSF para granulocitos o el TNF-a, participan en la activacion de los macrofagos que
juegan un papel importante en la iniciacion, mantenimiento y desarrollo del proceso
inflamatorio (Fujiwara y Kobayashi, 2005). Sin embargo, pese a que la hipertension esta
asociada como se ha descrito, a un proceso inflamatorio, no se han observado
diferencias en este parametro valorado en plasma, lo que podria sugerir que el IFN-y
actuaria principalmente de manera local y no a nivel sistémico. En cualquier caso, este
parametro tampoco seria util como marcador del proceso inflamatorio asociado a la

hipertension en estas condiciones experimentales.
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El factor de transcripcion NFkB y su inhibidor, juegan un papel central en la
respuesta inflamatoria ya que estimula numerosos mediadores de inflamacion asi como
otros factores implicados en la progresion y complicaciones de la aterosclerosis como
metaloproteinasas y PAI-1 (Kutuk y Basaga, 2003, Monaco y Paleolog, 2004, Newby,
2005, Saklatvala et al., 2003). Numerosos estudios han demostrado la participacion del
NFxB en el proceso inflamatorio cardiaco, renal y vascular presente en diversos
modelos de hipertension no genética a través de su capacidad de activar gran cantidad
de genes pro-inflamatorios (Gonzalez et al., 2000, Muller et al., 2000, Phillips and
Kagiyama, 2002). Los resultados del trabajo muestran que en ratas hipertensas existe un
aumento de mediadores inflamatorios asociado a una mayor expresion génica vascular
del p105 (precursor de la subunidad p50 del NFxB) respecto a las ratas normotensas.
Ademas, las SHR tienen una menor expresion del IkB, que inhibe la traslacion del
NF«B hacia el nucleo y por tanto su activacion. Por tanto, la hipertension en las ratas,
estimula el proceso inflamatorio circulante y vascular afectando a los dos componentes
del sistema NFxB/IkB. Estos resultados y otros previos apoyarian el papel central de las
citoquinas y el sistema NFkB/IkB en las alteraciones vasculares asociadas a
hipertension (Fiebeler et al., 2001, Gonzalez et al., 2000, Muller et al., 2000, Sanz-Rosa
et al., 2005, Tummala et al.,, 1999). Por otro lado, como se ha mencionado
anteriormente, la hipertension estd asociada a un aumento del estrés oxidativo que
podria participar en la activacion del sistema NFxB/IkB, ya que las especies reactivas
de oxigeno a través de la ruta de las proteinas tirosinquinasas como las Src y
posteriormente las rutas de las treoninquinasas PKA, PKC y la de Ha-Ras y Raf-1
inducen la activacion del NFxB (Cascales, 1999) y por tanto la activacion
transcripcional de multiples genes incluyendo los relacionados con la respuesta
inflamatoria. Por lo tanto, los cambios en la expresion del sistema NFxB/IxkB
observados en las ratas SHR, podrian ser los responsables del aumento de la expresion
génica de las interleuquinas vasculares IL-6, IL-13 y TNF-a., debido al aumento de los
niveles vasculares del NFkB y la disminucion de la expresion vascular del kB, y que

determinariauna mayor activacion del sistema.
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3.2. CONSECUENCIAS DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES AT; SOBRE
LA INFLAMACION

El tratamiento con candesartdin en las ratas SHR reduce la concentracion
plasmatica de las citoquinas IL-1P3 e IL-6. Asimismo, disminuye la expresion vascular
de IL-1B, IL-6 y TNF-a. Esta disminucion va acompafiada de una reduccion en la
expresion del ARNm del NFxB asi como un aumento en la expresion de su inhibidor

IxB.

Los resultados del estudio muestran que el bloqueo de los receptores AT, en
SHR redujo la expresion vascular de las citoquinas IL-1f, IL-6 y TNF-a. Por
consiguiente, se podria sugerir que la All, a través de los receptores AT, participaria en
el proceso inflamatorio vascular asociado a hipertension en SHR. Estudios en biopsias
de ventriculo izquierdo de pacientes con angina inestable, sometidos a cirugia
cardiovascular y previamente tratados con un ARAII, han demostrado que el bloqueo de
los receptores AT; reduce la expresion génica de IL-6 y TNF-a, respectivamente. Lo
que sugiere que la All estaria implicada en la regulacion de la produccion de algunas
citoquinas inflamatorias asociadas a la hipertension y aterosclerosis (Neri Serneri et al.,
2004). La AIl se considera como un agente proinflamatorio ya que promueve la
activacion de distintos factores de transcripcion que modulan algunos mediadores
inflamatorios (Han et al., 1999, Luvara et al., 1998, Muller et al., 2000, Tummala et al.,
1999). La participacion de la angiotensina II en el proceso inflamatorio asociado a
hipertension ha sido confirmado en distintos estudios clinicos y experimentales (Brasier
et al., 2002, Phillips y Kagiyama, 2002). En este sentido, se ha observado una reduccion
de la concentracion plasmatica de la proteina quimiotactica de monocitos tipo 1 y la
molécula de adhesion a células vasculares tipo 1 en pacientes hipertensos tratados con
ARAII. Dicho efecto no se produce con los diuréticos, a pesar de que reducen los
niveles de presion arterial (Rahman et al., 2002). De manera similar, el tratamiento con
inhibidores de la ECA o ARAII en ratas hipertensas por LNAME, reducen la expresion
vascular de IL-6, MCP-1, MCSF, ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente (Gonzalez et
al., 2000, Luvara et al., 1998).

Se ha descrito que en los procesos inflamatorios se activan varias vias de

sefializacion intracelular como la de las JNK asi como transductores de senal y
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activadores transcripcionales como las STAT. Como ya se ha mencionado, el ‘O, es
capaz de activar esta ruta de sefializacion y segun los resultados del estudio, la AIl
estimula la produccion de ‘O, a través del sistema NADPH oxidasa. A su vez, la All
activa la ruta de las JNK/STAT a través de los receptores AT; e induce la sintesis y
liberacion de IL-6. Estudios en CMLYV de rata se ha observado que la activacion de esta
ruta a través de All, requiere la presencia de "O;" generados por la NADPH oxidasa, que
activarian la ruta de las INK/STAT que est4 involucrada en la sintesis de IL-6 inducida
por AlL Por tanto, los efectos inflamatorios inducidos por la AIl son dependientes de
‘O, (Schieffer et al., 2000). Estudios previos han demostrado que el NFxB también esta
involucrado en la transcripcion de la IL-6 in vitro a través de la AIl y que los sitios de
union a ADN con las STAT, se localizan junto a otros sitios de union para otros factores
de transcripcion. Por tanto seria posible que no uno sélo, sino la combinacion de varios
factores de transcripcion regularan la sintesis y por tanto la expresion génica de la IL-6
inducida por la AIl (Han et al., 1999). Respecto a la IL-13, se ha descrito que podria
estar mediada por varios factores de transcripcion como el C/EBP (CCAAT/enhancer
binding protein), AP-1 y el NFkB. En cualquier caso las citoquinas inflamatorias como
la IL-6, el IL-1PB o el TNF-a, van a inducir la activacion de las INK y p38 a través de las
MEKK y las MAPK. Como resultado, la respuesta inflamatoria se va a amplificar al
estar aumentada por las propias citoquinas, los "O;" y la AIl (Hagemann y Blank, 2001).
Asi, quedaria establecida la importancia de la AIl en la regulacion del proceso
inflamatorio sistémico y vascular asociado a hipertension, factor de riesgo primario para
el desarrollo de la aterosclerosis que se considera un proceso inflamatorio cronico. En
este proceso, la AIl favorece su progresion mediante la atraccion de monocitos
aumentando la expresion de moléculas quimiotacticas como la MCP-1 (Hayek et al.,
1999, Williams et al., 1995). Ademas, favorece la adhesion de leucocitos al endotelio al
inducir la expresion de moléculas de adhesion como la selectina P, ICAM-1 y VCAM-1
en cé¢lulas endoteliales. En cuanto a la accion de la AIl sobre los macrofagos, se ha
observado que estimula la diferenciacion de los monocitos a macréfagos y aumenta la
expresion de receptores para las LDL oxidadas (receptores basurero o scavenger), CD36
y LOX-1, facilitando la formacion de las células espumosas, siendo €ste un mecanismo
importante en el rapido desarrollo de la aterosclerosis en pacientes hipertensos (Keidar

et al., 1995).
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El hecho de que la disminucion de la PAS inducida por el tratamiento con
candesartan en SHR, vaya acompanada de una reducciéon de las concentraciones
plasmaticas de IL-1p e IL-6, asi como de una disminucién en la expresion vascular de
las citoquinas inflamatorios IL-1f3, IL-6 y TNF-a, respecto de las SHR sin tratar, podria
ser debida, en parte, a una reduccion del estrés mecanico. De todas maneras, merece la
pena resaltar que candesartan casi normaliza los mediadores inflamatorios mientras que
los niveles de presion arterial permanecen aun 35 mm de Hg. por encima de los valores
de las ratas normotensas sugiriendo, como ya se ha mencionado, la participacion de la
All en el proceso inflamatorio vascular asociado a HTA. Ademas, en un estudio
realizado por nuestro grupo se ha observado que la reduccion de los niveles de presion
arterial en SHR tratadas con una triple terapia compuesta por hidralazina,
hidroclorotiazida y reserpina HHR, se asocia a una reduccidon en los pardmetros
inflamatorios. Sin embargo, aunque este tratamiento alcanza una disminucion de los
niveles de PAS similar al tratamiento con candesartan, el tratamiento con HHR
disminuye ligeramente la concentracion plasmatica de IL-1B e IL-6 asi como la
expresion vascular de estas interleuquinas (Sanz-Rosa et al., 2005). Por tanto, no sélo el
aumento del estrés hemodindmico producido por la hipertension sino también la
activacion del sistema renina angiotensina, son mecanismos que participarian en el

proceso inflamatorio vascular asociado a hipertension en SHR.

Las ratas SHR tratadas con candesartan, ademas de presentar una reduccion de
las citoquinas inflamatorias, muestran una reduccion en la expresion vascular del p105,
precursor de la subunidad p50 del NFxB, y un aumento en los niveles de ARNm del
IxB. Por tanto, se podria sugerir que la All podria estimular mediadores inflamatorios
en las ratas hipertensas activando el sistema NFkB, aumentando su expresion génica y
reduciendo la de su inhibidor. El IxB, como ya se ha descrito, secuestra al NFkB en el
citoplasma inhibiendo su translocacioén al nucleo y por tanto inhibiendo su actividad.
Diversos estudios han demostrado que el NFxB regula también la accion
proinflamatoria de la AII en otros modelos de hipertension en ratas. En este sentido, se
ha demostrado que el tratamiento con IECA reduce la expresion de diversos mediadores
inflamatorios en la aorta de ratas hipertensas inducida por la inhibicion de la NOS con
LNAME. Esta reduccion se acompafia de una menor actividad del NFxB (Bosc et al.,

2001). En el apartado anterior se ha mencionado que el aumento del estrés oxidativo
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asociado a hipertension, podria activar el sistema NFxB/IkB. Aunque nuestros
resultados no pueden confirmar la participacion del ‘O, vascular, se podria sugerir que
el aumento de los ‘O5’, inducido por la All, estaria implicado en la activacion del NFxB.
Asimismo, la mejora del proceso inflamatorio renal y vascular se consigue con la
inhibicion del NF«kB en las ratas hipertensas por infusion de angiotensina II (Muller et
al., 2000). Anteriormente se ha descrito que la AlIl induce la produccion vascular de
MCP-1 y favorece la adhesion de leucocitos al endotelio al inducir la expresion de
moléculas de adhesion como la selectina P, ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales.
Se ha observado en monocitos humanos tratados con un antagonista de los receptores
AT;, que estos efectos estarian mediados por la activacion del NFkB y por una
disminucién del inhibidor de este (Kranzhofer et al., 1999). Finalmente, hay que indicar
que aparte del sistema NFxB / IkB, otros factores de transcripcion podrian estar
implicado en la acciéon antiinflamatoria de candesartdn debido a que la casi
normalizacién de los mediadores inflamatorios fue acompanada solo por una mejora
parcial en los cambios de expresion del sistema NFxB / IkB inducidos por la

hipertension.

Analizando los mecanismos por los cuales la AlIl induce la expresion de los
genes inflamatorios, se puede observar que la AIl comparte entre otras, la ruta de
sefializacion tipica inducida por citoquinas proinflamatorias como el TNF-a (Brasier et
al., 2000, Li y Brasier, 1996) a través de la activacion del sistema NFkB / IkB que va a
controlar la expresion de una amplia gama de citoquinas, factores de crecimiento y
genes de supervivencia celular, como hemos mencionado anteriormente. La AIl tiene
acciones pleiotropicas en multiples puntos de la ruta de activacion del NFkB en las
CMLV. Es decir, la AIl no solo induce la translocacion del NFkB secuestrado en el
citoplasma hacia el nucleo, o induce la proteolisis del protooncogen c-Rel, sino que
como vemos en los resultados del estudio induce la expresion del propio NFkB y
reduce la expresion del IkB. También se ha observado que la activacion del NFxB
parece estar en un nivel inferior respecto de la activacion de la NADPH oxidasa, ya que
se ha descrito que los tratamientos antioxidantes interfieren en su activacion a través de
la AIl. En multiples estudios se ha observado que al inhibir la actividad del NF«xB a
través de farmacos que bloquean a distintos niveles el SRA, se inhibe la expresion de

VCAM-1, MCP-1 o la IL-6 inducida por AIl (Han et al., 1999, Hernandez-Presa et al.,
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1997, Tummala et al., 1999), lo que demuestra la gran importancia que presenta el
NFxB como modulador final de las rutas de sefalizacién de citoquinas inducidas por la
accion de la AIl. Ademas el NFkB puede ser inducido por los efectos de la
peroxidacion lipidica, agentes infecciosos o citoquinas como la IL-1f o el TNF-a.
Como se ha descrito, tanto la hipertension como la AIl son activadores del sistema
NFkB/IkB que va a inducir el proceso de inflamacién en el vaso, la adhesion celular y
finalmente la progresion del proceso aterosclerdtico. Por tanto, se podria concluir que la
hipertension es un factor de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis cuyo puente de

union seria el sistema NFkB/IkB.

Resumiendo, los resultados muestran que en ratas, la hipertension se asocia a un
proceso inflamatorio sistémico y vascular, que podria ser uno de los posibles
mecanismos por los que los niveles elevados de presion arterial pueden inducir el
desarrollo de aterosclerosis. Es importante mencionar el gran paralelismo observado
entre la expresion vascular de IL-6 e IL-1B, y los niveles circulantes. Este aspecto
podria sugerir la utilidad de la medida plasmadtica de estas citoquinas para valorar el
proceso inflamatorio vascular asociado a hipertension. Ademas de la participacion de
los cambios hemodinamicos inducidos por la hipertension, la AIl podria estar implicada
en la estimulacion de los mediadores inflamatorios, mediante una sobreexpresion del
NFkB y una reduccion en la expresion de su inhibidor IkB en las arterias de las ratas
hipertensas. La reduccién de los pardmetros inflamatorios debido al bloqueo de los
receptores AT, parece ser debido, al menos en parte, a la prevencion de estos cambios

en la expresion del ARNm del sistema NFkB/IkB.
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PERSPECTIVAS:

Los resultados de este trabajo muestran la interrelacion existente entre el
remodelado arterial, la disfuncion vascular, el estrés oxidativo y la inflamacién, tanto
sistémico como vascular en un modelo experimental de hipertension multifactorial. Los
niveles elevados de PA y la All, participan en el desarrollo de todas estas alteraciones.
La progresion de dichas alteraciones no sucede de manera aislada sino que estos
procesos parecen desarrollarse de manera integrada y se correlacionan entre si, tal y
como se ha descrito anteriormente. Ademas del estrés hemodindmico producido por la
hipertension, la AIl juega un papel central en las alteraciones de la estructura y la
funcién vascular por lo que favorece el remodelado vascular y la disfuncion endotelial.
Asimismo, la AIl modifica el estado redox celular debido al aumento de los ‘O,  y a la
disminucién de la defensa antioxidante que finalmente favorece el proceso inflamatorio
aumentando la sintesis de citoquinas. Por otro lado, parece existir un nexo comun entre
las alteraciones observadas, el sistema NFkB/IkB. Su activacion seria responsable del
deterioro funcional y estructural del vaso, asi como la inflamacion vascular y el
aumento del estrés oxidativo. Por tanto, los resultados del presente estudio sugieren una
vez mas la importancia de la AIl en las complicaciones vasculares de la HTA,
considerandola un nexo entre la hipertension y el proceso aterosclerotico a través del

desarrollo de la disfuncion endotelial, el estrés oxidativo y la inflamacién vascular.
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Resumen

1.

La hipertension en ratas (SHR) esta asociada a las siguientes alteraciones:

Un aumento del area de la aorta, de la media y de la luz vascular, asi como
del cociente media/lumen en la aorta de SHR. Estas alteraciones
estructurales van acompafiadas de un aumento de la expresion vascular y
produccion proteica del factor profibrético CTGF y produccion de colageno.
Una disfuncion vascular caracterizada por la disminucioén de la relajacion
endotelio dependiente a Ach, una disminucion de la relajacion a
isoproterenol, un aumento de la contraccion a Al y a All, un aumento de la
vasoconstriccion dependiente de endotelio a Ach+LNAME y una
disminuciéon de la contraccion a KCl y FE. No se modifica la respuesta a
NPS, ni la expresion vascular del ARNm de eNOS, sin embargo la expresion
de p22phox aumenta indicando un aumento de estrés oxidativo vascular.

Una disminucién del GSH, y un aumento del GSSG, asi como una reduccion
del cociente GSH/GSSG. Disminucion de la actividad de enzima
antioxidante GPx y aumento de la actividad de GRed, indicando una
reduccion de la defensa antioxidante. Ademas se asocia a un aumento de los
niveles hepaticos de MDA sugiriendo un aumento del estrés oxidativo
hepatico, asi como del estado redox sistémico.

Un aumento de las citoquinas inflamatorias plasmaticas IL-1p e IL-6, asi
como un aumento de la expresion del ARNm de las citoquinas IL-1f3, I[L-6 y
TNF-a en aorta, indicando la presencia de un proceso inflamatorio sistémico
y vascular. No se modifica la PCR o el INF-y.

Un aumento en la expresion génica del p105 (precursor de la subunidad p50
del NFxkB) asi como una reduccion de su inhibidor IkB, lo que sugiere que
el sistema NFxB / IkB estaria implicado en la regulacién de las citoquinas

inflamatorias.

El tratamiento con candesartan (2mg/Kg/dia) durante 10 semanas en las ratas

espontaneamente hipertensas produce:

Una reduccion los niveles de presion arterial pero no se normalizan.
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Una disminuciéon del area de la media, de la luz vascular y del cociente
media/lumen en la aorta de SHR. Esta mejora en las alteraciones
estructurales van acompafiadas de una reduccion de la expresion del ARNm
asi como de la produccion proteica del CTGF en la aorta de las SHR.
Asimismo, la produccion de colageno disminuye.

Previene la disfuncion vascular observada en SHR debido a que aumenta la
vasorelajacion dependiente de endotelio, aumento en la expresion vascular
de la NOSe, disminuye la expresion vascular del ARNm de p22phox
sugiriendo una mayor biodisponibilidad de NO y una menor produccién de
O;" en la aorta. Aumenta la relajacion a isoproterenol, mientras que la
contraccion a Al disminuye y a AIl no se modifica; disminuye la
vasoconstriccion dependiente de endotelio a Ach+tLNAME y aumenta la
contraccion a KCl y FE. No se modifica la respuesta a NPS.

Un aumento del GSH, y disminucién del GSSG, y por tanto un aumento del
cociente GSH/GSSG, sugiriendo una restauracion de la defensa antioxidante.
La actividad de enzima antioxidante GPx y de GRed no se modifica. Sin
embargo, se reduce el MDA sugiriendo un menor estrés oxidativo hepatico.
Una reduccién en las pardmetros inflamatorios plasmaticos IL-18 e IL-6 y
una normalizacion de la expresion génica vascular de IL-1f3, IL-6 y TNF-a..
Una disminucion de la expresion génica del p105 (precursor de la subunidad
p50 del NFxB) asi como un aumento de los niveles de ARNm de su

inhibidor IxB.
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Conclusiones

Las conclusiones principales del presente trabajo son:

1.

El factor profibrotico CTGF participa en las alteraciones vascular asociadas a la

hipertension arterial en SHR.

Este modelo experimental de hipertensiéon multifactorial en ratas se asocia a
alteraciones del estado redox hepatico que pueden participar en las alteraciones

funcionales vasculares observadas.

Las alteraciones de la expresion génica del sistema NFkB / IkB participan en el

proceso inflamatorio vascular asociado a hipertension en SHR.
La angiotensina II, actuando a través de los receptores AT, es responsable en

gran medida, de las alteraciones anteriormente mencionadas asociadas al modelo

de hipertension animal.
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