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1. ESTRES OXIDATIVO

La presencia de radicales libres en los materiales biol6gicos fue descubierta
hace menos de 60 afilos. Denham Harman (Harman, 1956) sefialé que los radicales
de oxigeno (ROS) pueden formarse como subproductos de reacciones enzimaticas
en vivo. En 1956, describié a los radicales libres como una caja de Pandora de los
males que pueden explicar el dafio celular, mutagénesis, el cancer y, por altimo

pero no menos importante, el proceso degenerativo del envejecimiento bioldgico.

La ciencia de los radicales libres en los organismos vivos entré en una
segunda etapa después de que McCord y Fridovich (McCord et al., 1969)
descubrieran la enzima superéxido dismutasa y, finalmente, convencieron a la
mayoria de sus colegas de que los radicales libres son importantes en biologia. Se
inspird a numerosos investigadores para estudiar el dafio oxidativo causado por los

radicales en el ADN, proteinas, lipidos y otros componentes de la célula.

Una tercera era dio comienzo con los primeros estudios que describian los
efectos bioldgicos favorables de los radicales libres. Mittal y Murard (Mittal et al.,
1977) proporcionaron pruebas que sugieren que el anién superoxido, a través de su
derivado, el radical hidroxilo, estimula la activacion de la guanilato ciclasa y la
formacion del segundo mensajero GMPc. Efectos similares se observaron para el
peréxido de hidrégeno derivado del superéxido. Ignarro y Kadowitz (Ignarro et al.,
1985) y Moncada y sus colegas (Moncada et al., 1987) descubrieron el papel del
Oxido nitrico como una molécula reguladora en el control de la relajacién del
musculo liso y en la inhibicion de la agregacion plaquetaria. Roth y Dréoge (Roth and
Droge, 1987) encontraron que en los linfocitos T activados, el aniéon superoxido o
bajas concentraciones micromolares de perdxido de hidrégeno aumentan la
produccion del factor de crecimiento celular T, interleucina-2. Keyse y Tyrrell (Keyse
and Tyrrell, 1989) pusieron de manifiesto que el peroxido de hidrégeno induce la
expresion del gen de la hemo oxigenasa. Storz y sus colegas (Storz et al., 1990)
informaron de la induccién de varios genes en las bacterias por el peroxido de
hidrogeno, y Schreck y Baeuerle (Schreck et al., 1991) confirmaron la activacion del
factor de transcripcidbn nuclear kB por el peréxido de hidrogeno en células de

mamiferos.
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Desde principios del siglo XXI hay una gran cantidad de pruebas que
demuestran que los organismos vivos no sélo se han adaptado a una convivencia
hostil con los radicales libres, sino que han desarrollado mecanismos para la

utilizacion ventajosa de estos.

Se define estrés oxidativo como el estado de desequilibrio redox en el cual
los pro-oxidantes vencen a la capacidad antioxidante, dando lugar a un incremento
de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Las ROS se producen
como intermedios en reacciones de oxidacién-reduccion (redox) que van desde el
O, al H,0. Las ROS influyen, como ya hemos comentado, en muchos procesos
fisiolégicos incluyendo los procesos de defensa, la biosintesis de hormonas, la
fertilizacion, y la sefializacion celular. El aumento de la produccion de ROS, llamado
estrés oxidativo, esta implicado en varias patologias, incluyendo la hipertension,

arterioesclerosis, diabetes, y en la enfermedad renal cronica (Touyz et al., 2004).

La familia de las ROS consta de muchas moléculas que tienen efectos
divergentes sobre la funcion celular, tales como la regulacion del crecimiento,
diferenciacion y muerte celular, control de la produccion y descomposicion de la
matriz extracelular, inactivacion del 6xido nitrico y estimulacién de muchas quinasas
y genes proinflamatorios. Es importante destacar que muchas de estas acciones
estdn asociadas a cambios patoldégicos observados en la enfermedad

cardiovascular.

Como especies reactivas del oxigeno se incluyen a dos grandes grupos
(Figura 1.1):

- Los radicales libres del oxigeno (RLO) como el anion superoxido (.O,) el
radical hidroxilo (OH") y el éxido nitrico (NO").

- Otros compuestos de oxigeno que, si bien no pueden catalogarse
guimicamente como radicales libres, si que son altamente pro-oxidantes y capaces
de generar radicales libres durante su metabolismo como el peréxido de hidrogeno
(H202)

Por tanto, “definimos radical libre como cualquier especie con existencia

independiente que contiene uno o mas electrones desapareados”. Los derivados
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no radicales son menos reactivos y mas estables, con una vida media mas larga

que los radicales libres (Droge, 2002).

La reduccién secuencial del oxigeno es la siguiente:

NADPH-OXD
Xantina-OXD

0,
ant NO*® = ONOO = | Nitrosacionde proteinas
Lipoxigenasa
Mieloperoxidasa
NOS
Mitocondria

e D Catalasa
0 200, J et o
e++ Cu*t Glutation
\ / peroxidasa

l

Peroxidacidnlipidica

Figura I.1.- Esquema de la generacion y metabolismo de los principales radicales
libres de oxigeno.

El término sefalizacibn redox es ampliamente usado para describir un
proceso regulatorio en el cual la sefial es realizada a través de la quimica redox.
Esta sefalizacion redox es utilizada por una amplia gama de organismos,
incluyendo las bacterias, para inducir respuestas protectoras contra el dafo
oxidativo y para restablecer el estado original de equilibrio redox después de la

exposicion temporal a ROS.

Los radicales libres y las especies reactivas no radicales derivadas de estos
existen en células y tejidos a bajas concentraciones, pero medibles (Halliwell et al.,
1989; Sies, 1993). Sus concentraciones estan determinadas por el balance entre sus
tasas de produccion y sus tasas de eliminacion por diferentes compuestos
antioxidantes y enzimas. Halliwell y Gutteridge (Halliwell et al., 1989) han definido a
los antioxidantes como sustancias que son capaces, a concentraciones
relativamente bajas, de competir con otros sustratos oxidables y, por tanto, retrasar
considerablemente o impedir la oxidacion de estos sustratos. Esta definicion incluye

a las enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), y catalasa,

9
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asi como componentes no enzimaticos como a-tocoferol, B-caroteno, ascorbato

(vitamina C) y glutation.

Ademas, existen compuestos que tienen una actividad antioxidante
especifica relativamente baja, pero que, cuando estdn presentes a altas
concentraciones, pueden contribuir significativamente a la actividad de captacion de
ROS. Los ejemplos mas importantes son los aminoécidos libres, péptidos y

proteinas (Stadtman, 1993).

Las células vivas y los tejidos tienen varios mecanismos para restablecer el
estado redox original después de una exposicion temporal a concentraciones de
ROS aumentadas. Concentraciones elevadas de ROS inducen en muchas células
la expresiobn de genes cuyos productos poseen actividad antioxidante. Un
mecanismo importante en la homeostasis redox est4 basado en cascadas sensibles
a redox inducidas mediante ROS que conducen a la expresibn aumentada de
enzimas antioxidantes o a un aumento en el sistema de transporte de cisteina, que,
a su vez, facilita en ciertos tipos de células el aumento de la concentraciéon

intracelular de glutation.

Las células o tejidos se encuentran en un estado estable si las tasas de
produccién de ROS y de destruccidon son constantes y estan en equilibrio. La
sefalizacidén redox requiere que este equilibrio se altere, ya sea por un aumento en
las concentraciones de ROS o una disminucién en la actividad de uno o mas
sistemas antioxidantes. Sin embargo, respuestas similares pueden ser inducidas
por condiciones de estrés oxidativo generadas por factores ambientales. Si el
aumento inicial de ROS es relativamente pequefio, la respuesta antioxidante puede
ser suficiente para compensar el aumento de ROS y para restablecer el equilibrio
original entre la capacidad de produccién y de destruccion de ROS. Sin embargo,
bajo ciertas condiciones, la produccion de ROS se incrementa con més fuerza y
persistencia, y la respuesta antioxidante puede no ser suficiente para restablecer en
el sistema el equilibrio redox original. En tales casos el sistema aun puede llegar a
un equilibrio pero el estado resultante puede ahora estar asociado con altas
concentraciones de ROS Yy diferentes niveles de aminoacidos libres y/o diferentes
patrones de expresion génica debidos a las rutas de sefializacién sensibles a redox
(Droge, 2001).

10
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Las ROS juegan un importante papel en la patogénesis de muchas
patologias. Ademas los radicales libres han sido implicados en el mecanismo de
envejecimiento. Los organismos pluricelulares generalmente pasan por cambios
cualitativos en el tiempo que estan asociados con la degeneracion progresiva de las
funciones bioldgicas, aumento de la susceptibilidad a las enfermedades, y el
aumento de probabilidad de muerte dentro de un periodo de tiempo determinado.
La teoria de los radicales libres en el envejecimiento establece que el proceso
degenerativo relacionado con la edad es en gran medida la consecuencia del dafio
producido por los radicales libres. La evidencia genética que une el estrés oxidativo
con el envejecimiento ha sido obtenida de diferentes especies animales (Harman,
1956).

Ademas hay una conciencia creciente de que el estrés oxidativo juega un
papel importante en diversas situaciones clinicas. Estas enfermedades se dividen
en dos categorias principales. En la primera, la diabetes mellitus y el cancer
muestran habitualmente un cambio pro-oxidativo sistémico en el estado redox tiol /
disulfuro y la eliminacion alterada de la glucosa, lo que sugiere que las mitocondrias
del musculo esquelético pueden ser el principal sitio de produccién elevada de
ROS.

La segunda categoria se conoce como “condiciones inflamatorias
oxidativas”, ya que estan tipicamente asociadas con una estimulacién excesiva de
la actividad NADPH oxidasa por citoquinas u otros agentes. En este caso, el
aumento de los niveles de ROS o los cambios en los niveles de glutation
intracelular estdn a menudo asociados con cambios patoldgicos indicativos de una
desregulacion de las cascadas de sefializacion y/o la expresion de genes, que se
manifiestan en alteraciones en la expresion de moléculas de adhesion celular
(Pantel et al., 1995; Thiery et al., 1996; Dosquet et al., 1992).

En el caso de la diabetes mellitus, el estrés oxidativo estd asociado a un
cambio pro-oxidativo del estado redox del glutation en la sangre (De Mattia et al.,
1998). Los niveles elevados de glucosa estan asociados con una produccion
aumentada de ROS por diversos mecanismos. El tratamiento con antioxidantes
atentia las complicaciones de la diabetes como la disfuncién de las células

endoteliales y el aumento de la agregacién plaquetaria (Ceriello et al., 1991).

11
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En la arteriosclerosis las areas vasculares afectadas contienen células
mononucleares, proliferacion de células musculares lisas, y componentes de la
matriz extracelular. La arteriosclerosis es comunmente vista como una enfermedad
inflamatoria crénica que se asocia con ciertos factores de riesgo como la
hiperlipidemia, la diabetes y la hipertensién. El estrés oxidativo media e induce la
expresion de proteinas quinasas como la quinasa de adhesion focal y las moléculas
de adhesion intercelular como la ICAM-1 que son fundamentales para el comienzo

de la enfermedad vascular (Alexander, 1995).

1.1. - Sistemas enzimaticos involucrados en el equi librio redox (Figura 1.1)

La familia de las ROS incluye moléculas altamente bioactivas y de corta vida
gue derivan de la reduccién del oxigeno molecular. Multiples sistemas enziméticos
utilizan diferentes sustratos como fuente de electrones para producir una amplia
variedad de ROS como el superéxido, el radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno,
peroxinitrito, acido hipocloroso y radicales lipidicos. Varios sistemas enziméaticos
contribuyen a la produccion y a la degradacion de ROS. Bajo condiciones
fisiologicas la formacién y eliminacién de ROS esta delicadamente equilibrada. Sin
embargo, el aumento de la actividad de enzimas oxidantes y/o la reducida actividad

de enzimas antioxidantes da lugar a estrés oxidativo.

1.1.1.- Principales sistemas enzimaticos oxidantes

- La cadena respiratoria mitocondrial

Es el mecanismo de produccion de oxidantes a nivel intracelular. En
condiciones normales el flujo de electrones en la mitocondria es utilizado en un 97%
para reducir el oxigeno a agua. El 3% restante forma .0, que es rapidamente
transformado en H,O, por la superoxido dismutasa. En condiciones de hipoxia y
sobre todo en la fase de reperfusion se produce una masiva generacion de ROS

debido al oxigeno que llega a la mitocondria.

- Xantina oxidasa (XO)
Xantina oxidasa y xantina dehidrogenasa son isoformas del mismo enzima,

la xantina-oxidorreductasa. Ambas catalizan la conversibn de hipoxantina en

12
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xantina y ésta en acido Urico, durante el metabolismo de las purinas. El enzima
existe en la forma dehidrogenada, pero en determinadas ocasiones como la hipoxia
predomina la forma oxidasa y después de la reperfusion esta produce una elevada
generacién de ROS. La expresion de xantina oxidasa esta estimulada por NADPH

oxidasa, lo que pone de manifiesto la estrecha relacién entre ambas.

Esta enzima reduce el oxigeno molecular dando lugar a la formacion de
superéxido y de peroxido de hidrogeno y es capaz de producir grandes cantidades
de ROS bajo condiciones patoldgicas. Se expresa en células vasculares y también

circula en el plasma y se une a las células endoteliales de la matriz extracelular.

- Lipoxigenasa (LO)

Las lipoxigenasas son enzimas que contienen hierro y catalizan la
incorporacién de oxigeno molecular a acidos grasos poliinsaturados. Algunas
isoformas de lipoxigenasas han sido implicadas en la ateroesclerosis a través de la
generacion de ROS y de la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja densidad (oxi-
LDL). Por otro lado, las LO son enzimas clave para la sintesis de leucotrienos que
tan importantes son en la inflamacion ya que se generan ROS durante su sintesis.
La 5-LO se encuentra en las placas de ateroma y esta implicada en otras

afecciones cardiovasculares en el ser humano.

- Oxido nitrico sintasas (NOS)

Las NOS son una familia enzimatica que cataliza la conversion de L-arginina
en L-citrulina con la produccion de oxido nitrico (NO). Existen tres isoformas: la
neuronal nNOS, la endotelial eNOS y la inducible iINOS, segun el tejido donde
fueron descritas por primera vez. La transferencia de electrones para oxidar la L-
arginina  para formar NO precisa de cofactores, principalmente Ila
tetrahidrobiopterina (BH4). Cuando falta este cofactor se dice que la NOS esta
“desacoplada” y en vez de transferir los electrones a L-arginina genera .0y
incrementando la produccion de ROS. Por otro lado no hay que olvidar que NO
puede reaccionar con otros ROS; asi, NO reacciona con el superoxido para formar

peroxinitrito.

- Mieloperoxidasa
Es una hemoproteina que se expresa en neutrofilos y monocitos, la cuél es

secretada durante la activacion de estas células. La mieloperoxidasa utiliza el

13
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peréxido de hidrégeno para producir acido hipocloroso. Esta enzima también ejerce
una actividad peroxidasa clasica y oxida una amplia variedad de sustratos

organicos a intermediarios reactivos del oxigeno.

- NAD(P)H oxidasa

Es una de las principales fuentes de ROS en las células vasculares. La
regulacién de los niveles de expresion y translocacion de diferentes subunidades de
la NADPH oxidasa da lugar a cambios en la actividad de todo el sistema
enzimatico. Por su importancia en las células vasculares le dedicaré mas adelante

una seccién completa.

Ademas de los sistemas enziméticos descritos hay otras fuentes de
produccion de ROS en células vasculares incluyendo la cadena de transporte
mitocondrial, el citocromo P450, lipooxigenasa, ciclooxigenasa, hemo oxigenasa y

glucosa oxidasa.

1.1.2.- Principales sistemas enziméaticos antioxidan  tes(Figura I.1).

-Superoxido dismutasas

Las superoxido dismutasas (SOD) son el mayor sistema de defensa celular
contra el superoxido en las células vasculares. Estas enzimas contienen metales
redox en el centro catalitico y dismutan los radicales superéxido a peréxido de
hidrégeno y oxigeno. Se han identificado tres isoformas de las SOD: la SOD
mitocondrial que contiene manganeso (Mn-SOD, SOD-2), la SOD citosolica que
contiene cobre/zinc (CuZnSOD, SOD-1) y la SOD extracelular (eSOD, SOD-3), la
cual es una enzima que también contiene cobre y zinc que es principalmente
producida por las células musculares lisas vasculares y se une a los
glicosaminoglucanos de la matriz extracelular vascular en la superficie de las
células endoteliales. La eSOD juega un importante papel en la regulacion del

estado oxidante en el intersticio vascular.

- Glutation peroxidasa
El glutation reducido juega un importante papel en la regulacion del estado
redox intracelular de las células vasculares, proporcionando equivalentes de

reduccién para muchas rutas bioquimicas. La glutation peroxidasa (GPX) es una
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enzima antioxidante que contiene selenio que reduce el peroxido de hidrogeno y los
peréxidos lipidicos a agua y alcoholes lipidicos, respectivamente, y a su vez oxida
el glutation a glutation disulfuro. A falta de una adecuada actividad GPX o de los
niveles de glutation, el peréxido de hidrégeno y los perédxidos lipidicos no son
eliminados y pueden convertirse a radicales hidroxilo y radicales peroxilo lipidicos,
respectivamente. El sistema GPX se cree que es la mejor defensa en el caso de

bajo nivel de estrés oxidativo.

- Catalasa

La catalasa es una enzima antioxidante intracelular que esté principalmente
localizada en los peroxisomas celulares y hasta cierto punto en el citosol, que
cataliza la reaccién de transformacion del per6xido de hidrogeno a agua y oxigeno
molecular. Al eliminar el peréxido de hidrégeno, de forma indirecta elimina los
radicales superoxido, que se convierten en peroxido de hidrégeno por la SOD. Esta
enzima también tiene actividad peroxidasa y reacciona con perdxidos organicos y
donadores de hidrogeno a agua y alcoholes orgénicos. La catalasa es muy efectiva
en situaciones de alto nivel de estrés oxidativo y protege a las células del peréxido
de hidrégeno producido dentro de ellas. Esta enzima es especialmente importante
en el caso de un contenido de glutatién limitado o una actividad GPX reducida y
juega un papel significativo en el desarrollo de tolerancia al estrés oxidativo en la

respuesta adaptativa de las células.

- Tioredoxin reductasa

Esta es una enzima antioxidante que participa en los procesos reductivos
celulares tiol dependientes. La enzima regenera tioredoxina reducida, que sirve
como equivalente reductor, y también puede reducir directamente los
hidroperéxidos lipidicos. El sistema tioredoxin puede regenerar proteinas que

fueron inactivadas por estrés oxidativo (Wassmann et al. 2004).

1.2. El sistema NADP(H) oxidasa

Estudios experimentales y clinicos han propuesto que la NADPH oxidasa es
la enzima predominante en la produccion de ‘O, en el contexto del estrés oxidativo

en la enfermedad cardiovascular.
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La NADPH oxidasa es una multisubunidad enzimética que cataliza la

produccién de O, a traves de la siguiente reaccion:

2 0, + NAD(P)H ——p 20, + NAD(P)" + H*

Aunque la NADPH oxidasa se considero inicialmente como una enzima que
se expresaba Unicamente en células fagociticas implicadas en la defensa e
inmunidad, diferentes pruebas indican que hay toda una familia de NADPH
oxidasas las cuales se expresan en muchos tejidos y median diversas funciones
bioldgicas. La familia comprende 7 miembros: Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5 y
Duox1 y Duox2. (Paravicini et al. 2008). Cada isoforma esta codificada por genes

separados y con distinta distribucion en los tejidos. (Sirker et al, 2007).

Nox 1: Se encuentra en el colon y células vasculares. Juega un importante papel en
la defensa y en el crecimiento celular.

Nox 2: Se expresa en fagocitos y células vasculares, cardiacas, renales y
nerviosas.

Nox 3: Se encuentra en el tejido fetal y en el adulto en el oido interno.

Nox 4: Aparece en rifidn, células vasculares y osteoclastos.

Nox 5: Es Ca'™ dependiente y esta presente en testiculos, tejido linfoide y células
vasculares. No aparece en ratas y ratones.

Duoxl1 y 2: Estan envueltas en la sintesis de hormonas tiroideas. (Paravicini et al,
2008).

Cada isoforma de la NADPH oxidasa contiene una subunidad Nox catalitica,
las cudles facilitan la transferencia de electrones, y una subunidad mas pequefia
p22phox. Algunas de las isoformas, como Noxl y Nox2, también requieren
subunidades adicionales de proteinas para la activacion de la enzima. (Sirker et al,
2007).

La NADPH oxidasa prototipo y mejor caracterizada es la que se encuentra
en los fagocitos (Babior et al. 2002). Esta NADPH oxidasa comprende al menos cinco
componentes: p47phox, p67phox, p40phox, p22phox, y gp9lphox (también
conocida como Nox2) (Figura 1.2). (Vignais 2002.). Como componentes adicionales
aparecen las pequefas proteinas G Rac2 (Racl en algunas células) y Rap 1A. En

células sin estimular p40phox, p47phox y p67phox existen en el citosol, mientras
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que p22phox y gp21phox se encuentran en las membranas como una flavoproteina
heterodimérica, el citocromo b558. Bajo estimulacion celular, p47phox se fosforila,
las subunidades citosélicas forman un complejo que luego migra hacia la
membrana donde se asocia con el citocromo b558 para formar la oxidasa activa, la
cual transfiere los electrones desde el sustrato al O, dando lugar a la generacion de
.05". (Leusen et al. 1996). Mientras que la fosforilacién de p47phox y p67phox esta
sumamente involucrada en la activacion de la NADPH oxidasa, la subunidad
p40phox fosforilada no es esencial para la activacion y parece tener un efecto

regulador negativo de la oxidasa. (Lopes et al. 2004).

. NADPH oxidasa :
Caracteristica » NADPH oxidasa vascular
fagocitica
Actividad en estado _ ) o
Inactiva Activa constitutivamente
basal
] Citoquinas, Agentes vasoactivos, factores de
Inducible por: i o o
patégenos crecimiento, factores fisicos
Homologos de Nox Nox2 Nox1/Nox2/Nox4/Nox5
Produccién de .02- Inmediata Baja y sostenida
Concentracion de .
Alta Baja
.02-
Sitio de generacién
Extracelular Intracelular
del .02-

Tabla I.1. Caracteristicas de la NADPH oxidasa fago citica y vascular.

La NADPH oxidasa es la primera fuente de .O," en la vasculatura (Figura 1.2)
y es funcionalmente activa en todas las capas de la pared vascular: en el endotelio,
la capa media, la adventicia y en CMLVs cultivadas, fibroblastos y células
endoteliales (Touyz et al. 2002). A diferencia de la NADPH oxidasa fagocitica (Tabla
I.1) que solamente es activada bajo estimulacion, la oxidasa vascular esta
constitutivamente activa y produce .0, de manera lenta y sostenida y actia como

molécula de sefializacién intracelular. (Lassegue et al. 2003).

Todas las subunidades de la NADPH oxidasa fagocitica se expresan, en
diversos grados, en las células vasculares. En las células endoteliales y adventicias
estan presentes p47phox, p67phox, p22phox y gp21lphox (Rey et al, 2002; Lassegue

et al., 2003; Touyz et al., 2003). La situacion es mas compleja en células musculares
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lisas vasculares (CMLVs), donde las subunidades principales no siempre se
detectan, y solamente p47phox y p22phox parecen expresarse constantemente.

(Lassegue et al., 2003).

-Factores de crecimiento
-Citoquinas

-Agentes vasoactivos
NAD(P)H
Oxidasa

-Shear stress

Nox4\ P22phox ) Membrana celular

Nox5
p47phox
p67phox )

NAD(P)H NAD(P)*+ H*
e
l Catalasa
20, » 2.0, » H,0, ————  H,0,+0,
+ Glutation peroxidasa
NO Fe? Thioredoxina
-Xantina oxidasa
-Ciclooxigenasa l
-Lipooxigenasa
. ONOO- -OH Oxidacién

-Citocromo P450

. . . +
-Enzimas mitocondriales

- NOS desacoplada Fe3*

Figura I.2.- Generacion de superéxido y peroxido de hidrégeno en células vasculares
mediada por la activacién de la NADPH-oxidasa (Modi  ficado de Touyz et al., 2004).

Por lo tanto la estructura enzimatica de la NADPH oxidasa vascular también
presenta variaciones con respecto a la fagocitica (Figura 1.2). En general, las
subunidades son las mismas en ambos sistemas, pero la distribucion es diferente
segun el tipo celular de los componentes de la vasculatura, incluso hay
subunidades que no se ha podido constatar su existencia en determinados tipos
celulares (Lassegue et al., 2003). En las células endoteliales (CEs) se ha demostrado,
tanto a nivel de ARNm como de proteina, la presencia de p22phx, gp2lphox y
p47phox. Se han identificado varios componentes de esta oxidasa que, aunque se
parece, es distinta de la oxidasa fagocitica, que incluyen la p22phox, la p47phox, y
de la endotelial, cuya subunidad gp21phox se denomina Nox1 porque no es del

todo igual. EI componente especifico de las CMLVs se llama Mox1 y equivale a
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gp21lphox (Patterson et al., 1999). En los Ultimos afios se han ido descubriendo
diversos homologos de la subunidad gp2lphox, también llamada Nox2 y sus
isoformas funcionales Nox1, Nox3, Nox4 y Nox5 (Bokoch et al., 2003). Asimismo, se
han descrito también diversas isoformas de las subunidades p47phox y p67phox en

humanos (Geiszt et al., 2003).

Es debido a estas diferencias en su actividad y estructura, y a su expresion
en un gran namero de tipos celulares, que se postula que la NADPH oxidasa es en
realidad una familia de enzimas muy compleja y constituida por diversos miembros
(Cai et al., 2003).

1.2.1.- Activacion de la NADPH oxidasa

La NADPH oxidasa vascular es una enzima constitutiva cuyo nivel de
activacion puede considerarse regulado por hormonas, cambios metabdlicos
locales y cambios hemodinamicos. La activacién de la enzima en células vasculares
parece acontecer en dos fases: a corto plazo se activan sistemas de fosforilacion
gque incrementan la actividad oxidasa de los complejos ya existentes y a largo plazo
se activan los sistemas que desembocan en la sintesis de las subunidades (Romero
et al., 1999).

La NADPH oxidasa vascular es sensible a: 1) Agonistas de los receptores
acoplados a proteinas G como angiotensina Il, endotelina-1, serotonina, trombina,
bradiquinina y agonistas a-adrenérgicos; 2) factores de crecimiento como el factor
de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento derivado de las plaquetas y
el factor de crecimiento transformante 3; 3) citoquinas como el factor de necrosis
tumoral a, interleucina-1 y el factor de agregacion plaquetaria; 4) fuerzas mecanicas
como el estiramiento ciclico o el aumento de las fuerzas de rozamiento; 5)
isquemia-reperfusién; y 6) factores metabdlicos como hiperglucemia,

hiperinsulinemia, acidos grasos libres, etc. (Sirker et al., 2007; Paravicini et al., 2008).
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Factores Humorales

Tipo Celular

Ang Il
ET-1
PDGF
Glucosa
IL-1
IL-1B
IL-15
IF-y
Lactato
Lactosilceramida
LDL oxidada
Lipopolisacéarido
Factor activador de plaquetas
Isquemia-reperfusion
TNF-a

Trombina

HEMODINAMICOS
Estiramiento ciclico
Fuerzas de rozamiento

Tension ciclica

CE, CMLYV, fibroblastos, fagocitos
CE, fagocitos
CMLV
CMLV, CE
CE, fibroblastos
CMLV
Monocitos
CE, macrofagos
Cardiomiocito
CE
CE
Neutrofilos
Fibroblastos
Cardiomiocitos
CMLV, fibroblastos, neutrofilos, monocitos
CMLV

CMLV
CE
CE

estimulan

Tabla 1.2.- Factores que activan la enzima NADPH ox idasa vascular.

La trombina, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, TNF-

a, lactosilceramida y angiotensina Il entre otros estimulan la NADPH oxidasa en
CMLVs. Con respecto a los cambios metabdlicos, isquemia-reperfusion y el lactato
la actividad oxidasa en cardiomiocitos. Los fibroblastos muestran
incremento en la actividad oxidasa en respuesta a TNF-a, interleucina-1 y al factor
de activacion plaquetaria. En CEs los cambios hemodinamicos como el estrés de
estiramiento oscilatorio y la tension ciclica estimulan la actividad NADPH oxidasa
(Tabla 1.2).
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La regulacién de la actividad oxidasa en las células vasculares ocurre al
menos a dos niveles. Primero, la activacion de la oxidasa puede estar mediada por
mensajeros secundarios intracelulares, incluyendo el calcio. Aunque la actividad
oxidasa en los neutrofilos esta regulada por proteina quinasa C (PKC), no esta claro
si esta gquinasa participa en la activacion de las oxidasas no fagociticas. Estudios
con activadores de la proteina quinasa C (PKC) no dieron resultado en la
produccion de ‘O, pero aumento la actividad NADPH oxidasa en CMLVs. Las vias
de fosforilacion, tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas, parecen estar
mediadas por la PKC en CEs y fibroblastos. En CMLV, en lugar de la PKC, parece
ser que el mecanismo de mayor importancia es el del acido araquidonico mediado
por lipooxigenasa. En segundo lugar, la actividad oxidasa puede ser también
regulada por la regulacién creciente de los componentes de los mRNAs. Por
ejemplo, el TNF-a aumenta la actividad NADPH oxidasa en CMLVs y este evento
es dependiente de una transcripcibn aumentada de p22phox y la angiotensina |l

aumenta la expresion de P67phox en fibroblastos (Griendling et al., 2000).

1.2.2.- Vias de sefializacion

Las formas en las que las ROS ejercen sus efectos celulares (Figura 1.3)
incluyen: 1) alteracién de la actividad de proteinas quinasas sensibles a redox,
como la activacion de las vias de las proteinas quinasas activadas por mitégeno
(MAPKSs) y proteinas quinasas B, C y D, la de las tirosin quinasas y las de las AKT
kinasas; 2) alteracion de la actividad de los factores de transcripcion como el NF-k[3,
proteina activadora 1 y STATs; y 3) efectos directos sobre enzimas como las

MMPs, receptores o canales idnicos (Sirker et al., 2007).

Debido al elevado numero de hormonas y factores de crecimiento que
modifican las concentraciones intracelulares de ROS y a las variadas vias de
sefalizacién implicadas, no sorprende que sean numerosos los genes sensibles al
estado redox. En general, estos procesos desembocan en la activacion de una
serie de factores de transcripcion que regulan, entre otros, moléculas de adhesion
como MCP-1 (Brandes R. P. et al., 2001), ICAM (Arai et al., 1998) y VCAM-1 (Gollins et
al., 2001), citoquinas como TGF-3 e IL-6 (Allen et al., 2000), sustancias vasoactivas y

enzimas antioxidantes.
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NADPH oxidasa ENZIMA
0,/ H,0, ROS
| ™
MAP Kinasas  Tirosina Kinasas AKT KINASAS
\ )
|
AP-1 NF-«f STAT F. TRANSCRIPCION

TGF-B MCP-1 ICAM-1  VCAM-1 IL-6

Figura 1.3.- Vias de sefializacion a partir de la actividad dela  NADPH oxidasa vascular.

1.2.3.- Antioxidantes exdgenos

Conocidos los efectos negativos de los ROS sobre el organismo y su posible
participacién en muchas enfermedades, resulta facil entender que se tratara de
evitar sus deletéreos efectos con tratamientos antioxidantes. Esto ha sido
especialmente aplicado en el caso de la enfermedad cardiovascular. Tres
sustancias han sido utilizadas: vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (alfa-
tocoferol) y el B-caroteno (provitamina A), aunque como vamos a comentar, con
distintos resultados. Hay que distinguir dos tipos de estudios: los de prevencién
primaria y los de prevencién secundaria. En los de prevencion primaria se ha
intentado prevenir una recidiva en los pacientes que habian sufrido un cuadro
patologico, para ello se les ha administrado uno de los antioxidantes citados y los
resultados han demostrado que no ha mejorado la incidencia de la enfermedad. En
la prevencion secundaria se trata de evitar las manifestaciones de una enfermedad
cardiovascular cuando ya se ha producido, es decir se administran los antioxidantes
como terapia intentando mejorar los sintomas y las consecuencias de la

enfermedad. Aunque se ha obtenido algun efecto esperanzador, los resultados en
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sSu conjunto parecen indicar que tampoco el tratamiento con vitamina C, E o B-

caroteno mejora la prevencién secundaria (Sugamura et al. 2011).

En nuestro trabajo hemos elegido como antioxidante, para el tratamiento y
estudio de sus efectos, la Apocinina ya que especificamente bloguea la actividad de
la NADPH-oxidasa; dado que como hemos sefialado anteriormente, la mayor fuente
de especies reactivas de oxigeno en los vasos es la NADPH oxidasa, un enzima
asociado a la membrana que cataliza la reduccién del oxigeno usando como dador

de electrones a la NADPH.

La apocinina es la 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona (Figura 1.4) y fue por
primera vez descrita por el farmacélogo aleman O. Schmiedeberg en 1883 y
extraida de las raices del cafiamo canadiense (Apocynum cannabinum). Ya
entonces se conocian sus propiedades para el tratamiento de las enfermedades
hepaticas y cardiacas. Posteriormente, la apocinina fue aislada de la Picrorhiza
kurroa una pequefia planta que crece en las alturas del Himalaya y que era usada

por los monjes budistas como antiinflamatorio.

Os_ _CHs

/CH3

OH

Figura 1.4.- Estructura quimica de la apocinina

Recordando lo que anteriormente hemos expuesto en relacion a la
estructura y funcion de la NADPH-oxidasa, el mecanismo de accion de la Apocicina
ya se conoce: evita la translocacion de las subunidades de p47phox y p67phox
desde el citoplasma a la membrana e impide el ensamblaje de la NADPH oxidasa,
de esta forma es efectiva en eliminar el aumento en la producciéon de ROS (Stolk et
al., 1994)

En 2002 se demostré (Hamilton et al. 2002) que en anillos de arterias de rata 'y

humanas la Apocinina disminuia la produccion de superéxido, aumentaba la
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generacion de NO y mejoraba la funcién endotelial. Se ha demostrado también que
el tratamiento con Apocinina disminuye la presion arterial en ratas hipertensas

disminuyendo los niveles de superdxido, sin aumentar la produccién de NO.

2. ROS Y CONTROL VASCULAR Y CARDIACO

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en la fisiopatologia de la
enfermedad vascular. Especies reactivas del oxigeno, especialmente el anién
superoéxido y el peroxido de hidrogeno, son importantes moléculas de sefializacion
en las células cardiovasculares. Estas especies reactivas del oxigeno participan en
el crecimiento, apoptosis y migracion de las células del tejido muscular liso
vascular, en la modulacién de la funcién endotelial y contribuyen a la elevacion de

la presion arterial al influir en la estructura y funcién vascular.

2.1. ROS y remodelado cardiaco

Sin embargo, antes de comentar los datos existentes de los efectos de los
ROS sobre el sistema vascular, vamos a presentar las acciones de estos sobre el
corazén. Es bien sabida la elevada morbilidad y mortalidad que suponen las
patologias relacionadas con el miocardio, especialmente los problemas derivados
del fendmeno de la isquemia-reperfusion y la insuficiencia cardiaca. El infarto de
miocardio supone una interrupcién del flujo coronario y actualmente las terapias
incluyen la angioplastia y la trombolisis. Se sabe que la restauracién del flujo
sanguineo activa a las células inflamatorias y produce una respuesta de lesion
celular, efectos que conocemos como injuria por reperfusion. Esta trae como
consecuencia un mayor dafio en los cardiomiocitos, disminucién de la funcion
contrictii  acompafado de arritmias. Hoy se sabe que muchas de estas
consecuencias son producidas porque la isquemia-reperfusion produce una elevada
generacion de ROS que puede durar varias horas después de la desaparicion del
trombo (Sugamura et al., 2011). El aumento de ROS a nivel cardiaco puede participar

en varias patologias cardiacas como resumimos en la Figura 1.5.
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Fibrosis
Dilatacion cardiaca

Activacion

NADPH-oxidasa Hipertrofia
) P

cardiaca

Disfuncién
<=

contractil

Apoptosis
Dilatacion cardiaca

Figura 1.5.- Efecto de la activacién de NADPH-oxida sa sobre el remodelado cardiaco
(Modificado de Nabeebaccus et al. 2011)

2.2. Mecanismos moleculares de ROS a nivel vascula r

Tradicionalmente, se ha considerado a los macrofagos como la mayor
fuente de ROS en la pared vascular y no hay duda de que estas células juegan un
importante papel en la patologia vascular. Sin embargo, practicamente todas las
células de la pared vascular producen ROS, en diversas cantidades y en respuesta
a diferentes estimulos, los cuales pueden actuar de manera autocrina 0 paracrina
para modular la funcion celular. Estas ROS son producidas por todo tipo de células
vasculares, incluyendo el endotelio, musculo liso y células adventicias y pueden ser

formadas por numerosas enzimas.

De las ROS generadas en las células cardiovasculares, el ‘O, y el H,0,
parecen tener una particular importancia. En sistemas biolégicos el ‘O, tiene una
vida muy corta reduciéndose rapidamente a H,O, por la superdoxido dismutasa
(SOD). El H,0, tiene una vida media mas larga, es relativamente estable y es
facilmente difusible dentro y fuera de la célula. La ROS vascular mayoritaria es el
anién superoéxido el cual inactiva al 6xido nitrico (NO) que es el principal factor de
relajacion vascular produciendo ONOO'. La mayor fuente de H,O, en el tejido

vascular es esta dismutacion del O, siguiendo la siguiente reaccion:

20, +2H" — H,0,+0,

25



|. INTRODUCCION

Esta reaccién puede ocurrir de manera espontanea o estar catalizada por la
SOD. El H,O, puede convertirse, posteriormente, en agua por la catalasa y la
glutation-peroxidasa. Las diferentes propiedades del ‘O, y del H,0, y sus diferentes
sitios de distribucién indican que las ROS pueden activar distintas vias de
sefalizacién que conducen a respuestas funcionales potencialmente divergentes y
opuestas. Por ejemplo, un aumento de los niveles de ‘O, inactivan al vasodilatador
NO dando lugar a disfuncion endotelial y vasoconstriccion, caracteristicos de
muchas enfermedades cardiovasculares, incluyendo la hipertension. Por otro lado,
el H,O, actia como un vasodilatador en muchos lechos vasculares, incluyendo las

arterias cerebrales, coronarias y mesentéricas. (Paravicini et. al., 2008).

Altos niveles de ‘O, y la consecuente acumulacién de H,O; y la disminucion
de la biodisponibilidad de NO juegan un papel critico en la modulacion del
remodelado vascular. El producto de la reaccion entre O,” y NO constituye una
importante molécula oxidante, la cual es capaz de oxidar proteinas, lipidos y acidos
nucleicos, causando dafio celular (Fortufio et. al., 2005). Estos procesos patolégicos
estan asociados con la hipertensién porque contribuyen al estrechamiento de la luz
arterial y consecuentemente a un incremento de la resistencia periférica y la presion

sanguinea (Figura 1.6).

SOD
THZO2 @ *Oz’ + *NO é OONO
\ J o Y
/ Y\ Y |
Remodelado vascular  Disminucion del NO vascular Peroxidacion lipidica y
nitrosilacién de proteinas

| |

Disfuncién endotelial Dafio celular
Estrechamiento luz arterial Aumento resistencia periférica Aumento de la presion
sanguinea

Figura 1.6 . Mecanismos fisiopatolégicos de los ROS en el sist  ema vascular.
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En condiciones fisiologicas las ROS son producidas de manera controlada a
bajas concentraciones y funcionan como moléculas de sefalizacién regulando la
contraccion y relajacion de la CMLV y su crecimiento (Touyz et al., 1999). En
condiciones patoldgicas de produccién elevada de ROS dan lugar a disfuncion
endotelial, contractilidad aumentada, crecimiento de las CMLV y apoptosis,
migraciébn de monocitos, peroxidacion lipidica, inflamacion y aumento de la
deposicion de proteinas de la matriz extracelular, procesos principales que

contribuyen al dafio vascular en la enfermedad cardiovascular (Figura 1.6).

Varios estudios han establecido el papel de las ROS en los procesos de
crecimiento que contribuyen a la lesion vascular y al remodelado. La produccién de
‘0O, por la NADPH oxidasa mediada por los receptores de Ang | es seguida de un
aumento intracelular de H,O, que puede participar como segundo mensajero para
las respuestas a largo plazo de la Ang Il como la hipertrofia o la hiperplasia de las
CMLVs.

Las ROS también regulan el modelado vascular por aumento de la
deposicion de proteinas de la matriz extracelular como el colageno y la fibronectina.
La degradacion del colageno depende de la actividad de unas proteinas conocidas
como metaloproteinas (MMPs). Estas MMPs son secretadas por macréfagos y
CMLVs de manera inactiva. ROS activa a MMP2 y MMP9, las cuales promueven la
degradacion de la membrana basal y la elastina, respectivamente, en cultivos de
CMLVs humanas (Rajagopalan et al., 1996). En particular el peroxinitrito (OONQ)

aumenta rapidamente la actividad de MMP2 en las arterias coronarias.

La regulacién del tono vascular también esta implicada en la hipertension ya
gue la respuesta relajante dependiente del endotelio est4 alterada debido a una
disminucion de la biodisponibilidad de NO. El endotelio libera cantidades pequefas,
pero constantes, de NO, manteniendo asi una vasodilatacion basal que permite la
circulacion de la sangre. Esta disminucion en la biodisponibilidad de NO puede
deberse a una disminucion de la sintesis de NO o a un aumento de la degradacién
de NO por su interaccién con ‘O, para formar ONOOQO'. El peroxinitrito es un débil
vasodilatador comparado con el NO y tiene propiedades proinflamatorias (Touyz et
al., 2004).
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2.3. ROS y remodelado vascular.

Como ya hemos analizado la familia de las ROS abarca varias moléculas las
cuales tienen un amplio alcance y efectos divergentes sobre la funcién celular
(Figura 1.7). Dentro del sistema cardiovascular, los principales efectos de las ROS
incluyen la regulacién del crecimiento y diferenciacion celular, modulacion de la
produccion y descomposicion de la matriz extracelular, inactivacion del NO vy
estimulacion de muchas quinasas. Muchos de estos efectos estan, en gran medida,
asociados con cambios patolégicos observados en la hipertension arterial (Paravicini
et al., 2006).
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Figura 1.7.- Efectos de las ROS sobre los componen tes de la pared vascular. (Tomado
de Paravicini et al. 2006)

2.3.1. Alteraciones en la tdnica intima vascular

La intima es la estructura que cubre el interior de las arterias y de las
arteriolas. Es una estructura que se considera que esta integrada por el endotelio y
su membrana basal, el tejido conectivo subendotelial inmerso en una matriz
extracelular (MEC) sui generis y la tanica o lamina elastica interna, constituida por
la proteina elastina. La poblaciéon celular de la intima esta representada por

elementos celulares de linaje hematopoyético y por tanto, esta poblacion celular es
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indiferenciada, totipotente y multipotente y cohabita en una MEC que estimula su
diferenciacion a células musculares lisas vasculares (CMLVs), células fagociticas,
linfocitos, células plasmaticas, mastocitos, fibroblastos e, incluso, osteoblastos. La
tunica o lamina elastica interna tiene la caracteristica de dificultar el trafico celular
en cualquier sentido, es una muralla porosa, que esta constituida por millones de
fibras elasticas que permite la difusion de factores de crecimiento, neuropéptidos y

neurotransmisores, hormonas y metabolitos.

La funcién de la intima es la de proteger la media, en arterias y arteriolas,
proliferando frente a cualquier tipo de agresion iatrogénica, mecanica, metabdlica,
inmunoldgica, viral o bacteriana. La intima es una estructura avascular, no tiene

vasos sanguineos ni vasos linfaticos (Barrios et al., 2001 y 2002).

Las partes principales de las que esta constituida la tanica intima vascular

son:

Endotelio :

El endotelio vascular, un érgano estructuralmente simple y funcionalmente
complejo, es una capa unicelular que cubre la superficie interna de los vasos
sanguineos y conforma la pared de los capilares. Lejos de ser s6lo una barrera
mecanica entre la sangre y los tejidos, es un érgano activamente comprometido en
una gran variedad de procesos fisioldégicos y patolégicos. Debido a su ubicacion
estratégica detecta cambios en las fuerzas hemodinamicas que actlan sobre la
pared vascular, asi como sefiales quimicas transportadas por la sangre y responde
a ellas liberando sustancias vasoactivas, algunas de la cuales tienen funciones
antagénicas como vasodilatadores (NO), y vasoconstrictores (ET-1, Ang Il, anion

superéxido) o hemostaticos y antihemostaticos.

Las sustancias liberadas, a través de efectos autocrinos o paracrinos,
determinan la participacion activa del endotelio en la homeostasis vascular.
Fisiol6gicamente, las diversas funciones que cumple el endotelio no son més que la
expresion del balance de las acciones de los distintos principios activos que
produce. El resultado neto de ese balance muestra que el endotelio disminuye el
tono vascular, debido a que relaja el musculo liso de la pared del vaso, y es

inhibidor de la proliferacion de ese tejido, inhibe la adhesién y agregacion
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plaguetaria, deprime la activacibn del sistema de coagulacion, estimula la
fibrindlisis, disminuye la permeabilidad capilar e inhibe la adhesion y migraciéon de

neutrdéfilos y macrofagos generadores de inflamacion.

El término disfuncién endotelial indica que el endotelio no cumple
apropiadamente estas funciones. Una menor biodisponibilidad de o6xido nitrico
(NO), una alteracién en la produccion de prostanoides (incluyendo prostaciclina,
tromboxano-A2 y/o isoprostanos), un deterioro de la hiperpolarizacién dependiente
de endotelio, asi como una mayor liberacion de endotelina-1, pueden
individualmente o asociados contribuir a la disfuncion endotelial. Sin embargo, la
menor biodisponibilidad de NO, causada por una disminucion en su sintesis o un
aumento de la velocidad con que se degrada, constituye el fendmeno mas

temprano y la caracteristica mas importante de disfuncién endotelial (Figura 1.8).

Plasma
Plaquetas Leucocitos
Adhesiény Coagulacién Adhesiény
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Figura I. 8.- Funciones del endotelio vascular

Furchgott y Zawadski (Furchgott et al., 1980) descubrieron en 1980 el papel
fundamental del endotelio como regulador de la vasodilatacién, al describir el
fendmeno de la relajacion del masculo liso vascular dependiente de endotelio. Ellos
demostraron que anillos arteriales previamente contraidos se podian relajar en
respuesta a la acetilcolina so6lo si las células endoteliales estaban intactas.
Eliminando el endotelio anulaban la vasorelajacion producida por acetilcolina, lo
cual sugeria que estaba mediada por alguna sustancia derivada del endotelio que

se demostré posteriormente que era el NO.
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El NO difunde al muasculo liso vecino, activa la enzima guanilato-ciclasa
soluble, por lo cual aumentan los niveles celulares del segundo mensajero GMPc,
que a su vez relaja a la célula muscular por disminuir el calcio citosélico necesario
para la interaccibn de las proteinas contractiles. La mayoria de los estimulos
vasodilatadores, como el flujo sanguineo y numerosos agonistas de receptores de
membrana acoplados a proteina G, relajan indirectamente al masculo liso vascular
a través de la liberacion endotelial de NO. Es importante destacar que muchos de
estos agonistas actuando directamente sobre receptores de la célula muscular lisa,
de las plaquetas, o sobre proteinas sanguineas producen vasoconstriccion,
agregacion plaquetaria y/o coagulacion. De manera que la respuesta simultanea de
un endotelio sano amortigua las consecuencias vasculares de cualquiera de estos

efectos.

Por otro lado, técnicas de PCR y Western blot han demostrado la existencia
de varios componentes de NADPH-oxidasa en las células endoteliales: tanto en
humanos como en ratas se ha comprobado la expresiéon de Nox2 y p22phox en
endotelio de arterias coronarias. En ellas se ha demostrado la expresion de Nox1,
Nox4 y Nox5, aunque parece que la forma mas abundante es la Nox4. Todas ellas
responden ante varios estimulos como Ang Il, trombina, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), el TNF-a y la IL-1. En condiciones fisioldgicas NADPH-
oxidasa contribuye a un amplio rango de acciones fisioldgicas; sin embargo, en
condiciones patolégicas aumenta la generacibn de ROS. Ademas, se ha
demostrado que NADPH-oxidasa tiene un papel importante en el desacoplamiento
de la eNOS: animales en los que se produce una hipertensién DOCA-sal muestran
un aumento de ROS, que disminuyen cuando estos animales son tratados con L-
NAME. Ratones con NADPH-oxidasa knockout muestran menos estrés oxidativo y

este no se modifica con L-NAME (Forstermann 2010).

Esta presencia de NADPH-oxidasa en endotelio es importante ya que NO
es rapidamente inactivado por sustancias reactivas del oxigeno (ROS) y proteinas
de la sangre como la hemoglobina y la albiumina. En presencia de altos niveles de
ROS, NO se une al -O," y forma peroxinitrito (ONOQO"), disminuyendo la cantidad de
NO disponible. Ademas el peroxinitrito desacopla la eNOS que genera mayor
cantidad de sustancias prooxidantes. En procesos inflamatorios de la pared
vascular que cursan con altas concentraciones tanto de ROS como de NO,

originados no sélo en las células endoteliales sino también en los macrofagos
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reclutados, aumenta la formacion del altamente reactivo radical peroxinitrito que
modifica la estructura y funcion de distintas proteinas y contribuye a la disfuncion

vascular presente en patologias como la hipertension y la ateroesclerosis.

Membrana basal

A la lAmina o membrana basal, cada vez se le reconoce con mayor precision
su papel como mediador extracelular en la interaccion general epitelio-mesénquima.
Hoy se reconoce el papel fundamental que juegan la ldmina basal y la MEC en la
iniciacion y mantenimiento de la diferenciacion celular. La MEC que sintetizan las
CEs y que depositan alrededor de ellas mismas, actia en un doble sentido: controla
su diferenciacion y a través de la interaccion celular, controla la expresion génica
selectiva en las células adyacentes. Se ha propuesto que la MEC no solo influye en
la adherencia y migracién de la CE, reorganizando su citoesqueleto y en la

proliferacion de la misma sino también en el comportamiento de la CMLV.

La MEC y la membrana basal son fuente de cascadas de sefalizacion. La
informacién puede ser posicional, hormonal, iénica o de vecindad con otras células.
En la membrana celular comienzan las vias de transduccién que llegan al ndcleo,
dependiendo del medio donde se encuentra. El medio ambiente exterior juega un
papel fundamental en la iniciacion y mantenimiento de la diferenciacién celular. En
el medio ambiente extracelular encontramos factores de crecimiento, factores que
frenan el crecimiento celular, hormonas, moléculas de la MEC e iones. Ademas, se
aprecia la accion de ciertos compuestos como el AMPc, las protaglandinas y
factores séricos en estos procesos de diferenciacion. Las hormonas actGan como
reguladores importantes en el desarrollo celular, especialmente en los fendmenos
de diferenciacion y crecimiento. En el proceso de crecimiento tisular se deben tener
en cuenta tres aspectos: la iniciacion del crecimiento, la tasa de crecimiento y su
detencion (Baris et al., 2001 y 2002).

Neointima
El grosor de esta capa aumenta progresivamente con la edad en

condiciones de normalidad y cuando la estructura sufre cualquier tipo de agresion.

Entonces hablamos de la formacidén de una neointima que implica patologia pero no
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existe un limite nitido entre el espesor de la intima normal y la iniciacion de la

neointima.

Segun Kochx ( Kochx et al., 1992) se dan tres fases cuando se agrede un vaso:

- Infiltracion temprana por polimorfonucleares en la intima.
- Replicacién de las CMLVs de la media.
- Acumulacién subendotelial gradual de las CMLVs con depoésitos de fibras

coldgenas y de fibronectina en la neointima en formacién.

Kochx plantea la posibilidad de que las CMLVs presentes en la neointima
pueden provenir de células indiferenciadas presentes en la intima. La proliferacién
de CMLVs, de fenotipo diferente al de la media, es evidente en la vecindad de la
cara de la tunica elastica interna que mira a la luz del vaso. Las CMLVs de la
neointima ostentan fenotipo secretor y tienen una disposicion longitudinal, paralela
al de las CEs, siguiendo la direccién del flujo sanguineo mientras que las CMLVs
exteriores de la media tienen una orientacion circular. Se observa presencia de
fibronectina en areas de crecimiento celular intenso y varios estudios de
investigacion indican, que esta macromolécula de la MEC es esencial para la
migracién celular, la adherencia y la proliferacion. La presencia de fibronectina en la
intima ha sido identificada en condiciones de normalidad y durante la hiperplasia de
la intima, especialmente relacionada con la formacion de placas fibrosas humanas,
lo mismo que en lesiones ateroescleréticas inducidas experimentalmente. El
colageno presente en la neointima es de tipo IV cuyas fibras son sintetizadas por

las CMLVs en proceso de proliferacion (Barrios et al., 2001 y 2002).

De lo que hemos descrito hasta el momento, podemos decir que la intima
sufre hiperplasia e hipertrofia frente a diferentes estimulos y que la célula clave en
la formacién de la neointima es la CMLV, diferenciada posiblemente a partir de
células embrionarias, presentes en la intima, comprometidas y predeterminadas.
Para otros autores, en la descripcién de la composicion de una lesion vascular que
cursa con formacién de neointima, es necesario considerar ademas el proceso de
apoptosis celular como otro mecanismo implicado en el remodelado (Viles-Gonzalez
et al., 2004).
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La reendotelizacion, el engrosamiento intimal y el proceso de remodelado
vascular podrian tener un denominador comun. La reendotelizacién se activa por la
pérdida de la inhibicion por contacto de la replicacién, que mantiene el endotelio
inactivo, y por la liberaciéon local de factores que especificamente potencian dicha
actividad. Estos factores no son del todo conocidos, aunque las investigaciones
mas recientes atribuyen un papel preponderante al factor de crecimiento de
endotelio vascular VEGF (Tsurumi et al., 1997) y al factor de crecimiento derivado de
fibroblastos FGF (Lindner et al., 1993). El primero de ellos es sintetizado por las
CMLVs y ejerce un efecto trofico de forma relativamente especifica sobre las CEs,
mientras que el FGF es producido y almacenado tanto en las CEs como las CMLVs,
y ejerce efectos sobre ambas. El efecto de estos factores, particularmente del FGF,
puede prolongarse en el tiempo ya que puede permanecer activo unido a proteinas
de la matriz extracelular. Sin embargo, el endotelio regenerado suele presentar
anormalidades morfolégicas en tamafo, forma y disposicion celular, y suele exhibir
una funcionalidad alterada semanas después de que la reendotelizacién haya sido

completada (Weidinger et al., 1990).

Por otra parte el efecto antiproliferativo del NO parece estar relacionado con
la represién por el NO de la transcripcién de genes claves en el ciclo celular (Guo K
et al.,, 1998 ). Ademas, el NO parece regular la integridad del endotelio de forma
coordinada con el VEGF (Tsurumi Y et al. 1997). Por ello, el NO se considera el
sensor mas sensible y especifico para evaluar la funcién la funcion endotelial
(Stermerman MB et al., 1997).

Sin embargo, ha de tenerse en cuenta que a pesar de la importancia del
proceso de reendotelizacion, éste no parece el Unico determinante del grado final
de engrosamiento intimal ya que la adventicia tiene bastante protagonismo en el
proceso de remodelado vascular y engrosamiento intimal ( Shi et al., 1996).

Lamina elastica

Fisiol6gicamente los cambios del armazon elastico de la intima son minimos

porque el tejido elastico del organismo es una de las estructuras mas estables.
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2.3.2.- Alteraciones en la tunica media

La tanica media esta compuesta principalmente por fibras musculares lisas
dispuestas de forma concéntrica, fibras elasticas y fibras de colageno. En
condiciones normales, la pared vascular debe contar con mecanismos que le
permitan con el tiempo adaptarse a las necesidades que demandan los cambios
mecanicos generados en el sistema vascular. El desarrollo de mecanismos de
adaptacion a ciertas situaciones se ve forzado cuando se prolonga en el tiempo
pudiendo derivar en patologias en las que se favorece y predispone a la
deformaciéon estructural. La distribucion de los componentes de la capa media
arterial, la penetracion de la vasa vasorum en esta capa media y la organizaciéon de
los engrosamientos subendoteliales, indican la existencia de una respuesta
ordenada a las fuerzas mecanicas generadas en el sistema vascular con las

subidas de presion (Diez et al., 1995).

La capa media se compone principalmente de CMLVS, que responden al
estimulo hipertensivo aumentando su numero (hiperplasia) y su tamafio
(hipertrofia), asi como modificando su distribuciéon (remodelado) y su fenotipo
(desdiferenciacién a tipo secretor) (Dzau et al.,, 1988). Como en el caso de la
disfuncion endotelial, en la patologia de la capa media, las consecuencias no son
homogéneas en todos los vasos: el estrés biomecanico en las grandes arterias
provoca el predominio de la hipertrofia, en las arterias pequenfias la hiperplasia y en
las arteriolas se ven mayormente afectadas por el remodelado. En cualquier caso,
la aparicion y consistencia de la hipertrofia dependen de lecho vascular y del

modelo de hipertension que se considere (Daemen et al., 1995).

Los elementos humorales principalmente involucrados en los procesos de
remodelado son la Ang Il, la ET-1, la aldosterona y distintos factores de crecimiento
como el factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF), el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), el FGF y el factor de -crecimiento
transformante (TGF). La Ang Il es un potente mitdgeno para las CMLVs (Dubey et
al., 1994, 1995, 2002), que induce procesos de remodelado asociado a la

hipertension.

La Ang Il es un péptido multifuncional con acciones pleiotropicas, modulador

del tono vascular a través de su efecto vasoconstrictor, regula el crecimiento celular
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y la apoptosis, e influye en la migracion celular, en el depdsito de la matriz
extracelular y es a su vez proinflamatorio pues estimula la produccién de otros
factores de crecimiento, tal como PDGF y agentes vasoactivos como la ET-1. La
Ang Il juega un papel fundamental en el control de la integridad funcional y
estructural de la pared vascular y es importante en los procesos fisiolégicos que
regulan la tensién arterial y en los mecanismos esenciales de la ECV. Las multiples
acciones desencadenadas por la Ang Il son mediadas por vias de sefializacion
celular altamente complejas que se activan tras su unidn a receptores ubicados en
la superficie celular, AT-1 y AT-2 (Touyz et al., 2000). Las vias de sefializacion
activadas en las células musculares lisas tras la union de la Ang Il con el receptor
AT-1 median muchas de las acciones vasculares de la misma, entre ellas el
crecimiento vascular que incluyen la activacion de la NADPH oxidasa y proteina
kinasas activadas por mitogenos (MAPKSs). Por otro lado, en varios estudios se ha
demostrado que la Ang Il a través del receptor AT-2 ejerce un efecto proapoptotico
e inhibitorio del crecimiento antagonizando de esta manera la accion de los AT-1,

via activacion de las fosfatasas tirosina.

La familia de las Endotelinas (ET-1, ET-2 y ET-3) realiza sus efectos a
través de dos receptores (ET, Y ETg) que se encuentran distribuidos a los largo de
todo el lecho vascular. Aunque producidas por el endotelio, ejercen sus principales
acciones a nivel de la capa media arterial. ET-1 pude ejercer, en el endotelio normal
un efecto vasodilatador a través del receptor ETB ya que aumenta la liberacion de
NO y PGI2. Sin embargo en caso de disfuncion endotelial se pierde esta propiedad
y ET-1 ejerce efectos de remodelacion endotelial. Por otro lado, las acciones de
ET-1 son mas evidentes a nivel de la capa media arterial, aqui produce un
verdadera vasculopatia que comienza con los efectos vasoconstrictores mediados
por el receptor ETA y continla hasta producir una profunda transformacion de la
morfologia vascular. Esto se traduce en la presencia de remodelado de capa media
muscular con hipertrofia y fibrosis perivascular. Esta Ultima es especialmente
importante ya que ET-1 produce proliferacion de fibroblastos que a su vez generan

mas endotelina.

NADPH-oxidasa esta presente en todas las capas vasculares, aunque a
nivel arterial su distribucién es dependiente del tipo de vaso. Se ha comprobado
que solo p22phox y p47phox se expresan en casi todos los lechos arteriales; sin

embargo, el primero se expresa mas en arterias miocardicas humanas y el segundo
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en arteriolas de resistencia. En las células musculares de aorta humana no se
expresan p67phox y Nox2. Sin embargo en células musculares lisas de arterias de
resistencia humanas si se expresa la Nox2. Una gran cantidad de mediadores,
como Ang Il, PGF2a, TNF-a, LPS y IL-1la. participan en la modulacion de las
subunidades de la NADPH oxidasa. (Csanyi et al. 2009)

Muchas de las acciones de la Ang Il podrian estar provocadas en parte por
las ROS, tales como el anién superéxido y el peréxido de hidrégeno que actuarian
como segundos mensajeros intra e intercelulares de procesos tanto fisioldégicos
como patofisiolégicos. La influencia que la Ang Il ejerce sobre la integridad y la
arquitectura de la pared vascular consiste en modular el crecimiento celular y
regular la composicion de la MEC, de este modo se ha visto que aumenta la
produccién de factores de crecimiento tales como, el PDGF y el TGF-3, y de
moléculas de adhesién como ICAM-1 y VCAM-1, y estimulan la produccion de
sustancias quimiotacticas que son importantes en los procesos vasculares
inflamatorios asociados con la ECV tales como el factor de necrosis tumoral o
(TNF-a) y la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) provocando un
reclutamiento de monocitos/macrofagos en la pared del vaso. Probablemente la
inflamacién y el incremento del estrés oxidativo, actien como desencadenantes
importantes, que pueden ser dependientes de la Ang Il y que juegan un papel en
los procesos que llevan al remodelado en pequefios y grandes vasos en la

hipertension (Griendling, 2000).

No esta claro el papel de la apoptosis en el remodelado vascular, podria
tratarse de un mecanismo compensatorio en el aumento de crecimiento vascular
gque hay en algunas formas de hipertensién. En la HTA, los cambios en la estructura

de la pared de las arterias son basicamente de dos tipos (Intengan et al., 2001):

- Remodelado eutréfico : Caracterizado porque los diametros externo e
interno disminuyen, hay un incremento en la relacion pared/luz y el area de la capa
media no se altera. Este tipo de remodelado es el que se presenta en ratas
espontdneamente hipertensas (SHR) (Mulvany et al., 1996) y en pacientes con HTA

esencial leve (Korsgaard et al., 1993).

- Remodelado hipertréfico : La capa media crece invadiendo la luz, dando

lugar a un incremento del area de la pared asi como de la relacién pared/luz. Este
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tipo de remodelado predomina en la hipertension severa, tal como ratas Dahl sal
sensibles (D"Uscio et al., 1997) y en humanos en la hipertensién secundaria (Rizzoni
et al., 1996).

2.3.3.- Alteraciones en la tunica adventicia

La tdnica adventicia cubre a los vasos externamente. Corresponde a un
tejido conectivo laxo, y posee fibroblastos, coldgeno y fibras elasticas orientadas en
sentido longitudinal. En ella se presenta la vasa vasorum, que en los de mayor
tamafio nutren a las células de la tinica adventicia y la porcion mas profunda de la
tunica media. Estas células tienen mayor dificultad para tomar el oxigeno y los
nutrientes desde la luz del vaso. En la tanica adventicia estan también los nervios
vasomotores simpaticos de los vasos, nervi vasorum, que puede producir
vasoconstriccion. Los nervios rara vez llegan hasta la tinica media, y por lo tanto no
establecen sinapsis con los miocitos lisos. M&s bien descargan su neurotransmisor
noradrenalina que difunde gracias a las uniones de intersticio. Las arterias estan
mas dotadas de nervios vasomotores que las venas, y también reciben fibras

colinérgicas parasimpéticas que producen vasodilatacion.

Se ha demostrado que NADPH-oxidasa es activa en fibroblastos de la
adventicia y que su actividad puede estimularse por diferentes estimulos como son
hormonas, citocinas, y factores metabodlicos. En los modelos de hipertension
producidos por la infusion de Ang Il varios laboratorios han sugerido que la
adventicia es la mayor fuente de superéxido. Pero es que ademas existen
resultados que parecen indicar que las ROS producidas en la adventicia pueden
actuar de forma autocrina sobre la capa media arteriolar produciendo el remodelado
hipertrofico en la misma. Cudl de las ROS es responsable de este efecto esta en
discusién pero parece que los mayores candidatos son el superéxido y H,O, (Csanyi
et al. 2009)

Desde el punto de vista histologico, la fibrosis hipertensiva presenta las
caracteristicas definitorias de estar constituida por el depésito exagerado de fibras
de colageno tipo Il inicialmente y de tipo | a medida que el proceso progresa, cuyas
fibras se disponen como haces que surcan el intersticio y en torno a los vasos

intramiocérdicos. La acumulacion de fibras no se limita al ventriculo izquierdo y
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también esta presente en las otras cdmaras cardiacas y la cuantia del depdsito de
fibras se relaciona inversamente con el nimero de cardiomiocitos y directamente
con el grado de hipertrofia de estos (Weber et al., 1998). El exceso de fibras de
colageno miocérdico presente es el resultado de la combinacién de un incremento
en la sintesis de colageno por los fibroblastos y los miofibroblastos y una
disminucién o ausencia de su degradacion por las metaloproteinasas de la matriz
(Weber et al., 2000). Esta hipétesis se apoya en hallazgos experimentales que
muestran una sobreexpresion de los genes del procolageno tipo |, precursor del
coldgeno tipo I, y una disminucién de la actividad de la colagenasa, enzima
encargada de la degradacion del coldgeno tipo |, en el ventriculo izquierdo
hipertrofiado de SHR (Varo et al., 1999 y 2000). La combinacién de distintos factores
hemodinamicos, humorales, genéticos y ambientales, puede inducir el citado

desequilibrio.

3. ESTROGENOS Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

3.1.- Hormonas ovaricas y enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares, especialmente la cardiopatia
isquémica, la hipertension arterial y el ictus son, en las sociedades industrializadas,
las méas frecuentes y la primera causa de muerte. La incidencia y la tasa de
mortalidad por infarto agudo de miocardio es mayor en hombres entre los 30-50
afios que en mujeres de la misma edad, pero a partir de esa edad la tendencia se
invierte y la incidencia es mas alta en mujeres. Segun el Estudio Framinghan
(Figura 1.9) la edad tiene una correlacién directa con la morbilidad por enfermedad
coronaria; pero también existe un claro incremento de esta patologia en la mujer
con relacion a los hombres segun avanza la edad. Podemos observar en la figura
que la prevalencia de la enfermedad es superior en hombres, pero a partir de los 45
afios, comienzo habitual de la menopausia y la deprivacion de estrégenos, la
incidencia de enfermedad coronaria crece en la mujer de manera exponencial,

igualando practicamente al hombre en la década de los 70-80 afios.
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Figura 1.9.- Incidencia de enfermedad coronaria seg  Un edad y sexo. Datos del Estudio
Framinghan 2009

Si tomamos solo el grupo de mujeres, la frecuencia de presentacion de
enfermedad coronaria es mayor en menopadsicas que en premenopausicas. Por
otro lado, la presion arterial que aumenta con la edad, se incrementa mas en
mujeres que en hombres habiéndose demostrado que la pendiente de este
aumento es mayor a partir de la menopausia, llegando a superar la presién arterial

de los hombres (Figura 1.10).
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Figura 1.10.- Evolucion de la presion arterial sist  6lica en relacion a la edad en ambos
sexos. (Modificado Hypertensién 54: 11-18, 2009)

Estos hechos se han atribuido, al menos en parte, a los efectos de
proteccion de las hormonas sexuales femeninas, especialmente los estrégenos

antes de la menopausia (Barton et al., 2007; Kammel et al., 1995; Ouyang et al., 2006).
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Diversos estudios han demostrado que tanto los estrégenos sintéticos como

los naturales tienen efectos antiinflamatorios y vasoprotectores.

El 17B-estradiol, estrégeno enddgeno natural, ha mostrado causar dilatacion
dependiente del endotelio en arterias coronarias de hombres y mujeres (Sherwood A
et al, 2007). Es importante destacar que estos efectos vasoprotectores de los
estroégenos se han observado en la menopausia temprana, tanto en mujeres sanas
como aquellas con enfermedad coronaria, pero no en mujeres posmenopadusicas
mayores (> 60 afios) independientemente de la presencia o ausencia de

enfermedad coronaria (Harrington et al., 2003).

3.2.- Receptores de estrogenos

Los estrogenos son hormonas sexuales esteroideas, como ya hemos visto,
claves en las mujeres que son principalmente sintetizadas en los ovarios y liberadas
al torrente sanguineo. Los niveles de estrdgenos descienden drasticamente en la
menopausia, lo cual coincide con ese aumento en la susceptibilidad para padecer

enfermedades cardiovasculares (Stork et al., 2004).

Los estrogenos ejercen diversos efectos sobre los tejidos diana, incluidos los
del sistema cardiovascular, a través de multiples receptores, con la participacion de
una compleja interaccién de vias de sefializaciobn gendmicas y no genomicas
(Figural.11).

NO GENOMICOS GENOMICOS
Receptores de membrana Receptores nucleares
(mERa y mERB y GPER/GPR30) (ERay ERB)
Efectos inmediatos. Efectos tardios.
Cambios ionicos, Inhibicién del
vasodilatacion, etc remodelado o cambios
en el perfil lipidico

Figura I.11.- Tipos de receptores celulares de estr  6genos

41



I. INTRODUCCION

El primer receptor de estrogenos que se describié fue el receptor de
estrégenos a (ERa). Este fue seguido del descubrimiento del ERB. Ambos
receptores tienen multiples dominios, incluyendo aquellos para la union de ligandos
y la interaccién con proteinas de sefializacion, factores de transcripcién, y el ADN
del nacleo (Samoncini, 2009). Hoy se conoce que ambos receptores funcionan como
ligandos activos de factores de trascripcién que residen en el citoplasma. Cuando el
estrégeno se une al ligando penetran en el nicleo donde interaccionan con
Elementos de Respuesta de Estrégenos (ERE), un secuencia reguladora del ADN
para asi expresar los factores de trascripcion y las proteinas responsables de la

accion a largo plazo (Meyer et al. 2011).

Non-Genomic

Flapid
Effects
(‘NO) J

/

Figura 1.12.- Mecanismos gendmicos y no genémicos d e accion de los estrogenos.
(Tomado de Meyer et al. 2011)

Sin embargo, actualmente se concede cada vez mayor importancia a los
receptores de membrana que fueron denominados mERa y mERB, aunque
actualmente se considera una poblacién de receptores (mER). La interaccion del
estradiol con dicho receptor activa a una via de sefalizacion formada por
IP3K/MAPK. Un tercer receptor ha sido identificado y clonado el GPR30 que hoy se
le denomina EGRP y que se encuentra en reticulo endoplasmético. EGRP activa la
adenilciclasa y aumenta AMPc, metaloproteinas (MMP) e indirectamente

IP3K/MAPK. Todos estos receptores median las respuesta de la pared vascular
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como son la vasodilatacion activa, la inhibicion de la proliferacién del masculo liso
vascular, inhibicion de la inflamacion y de la fibrosis vascular, el efecto antioxidante

y la reparacion vascular después de la injuria (Meyer et al. 2011).

3.3. Efectos de los estrégenos a nivel vascular

3.3.1. Accidn de los estrégenos en el tono vascular

El tono vascular se define como el grado de contraccién del vaso sanguineo
relacionado con el didmetro méximo en estado de dilatacién. Bajo condiciones
basales los vasos de resistencia y de capacitancia exhiben algun grado de
contraccién de su musculatura lisa que determina el didmetro o tono del vaso. El
tono vascular, influenciado tanto por el endotelio como por el musculo liso vascular,
esta determinado por multitud de factores vasoconstrictores y vasodilatadores. El
endotelio juega un papel importante en el control del tono vascular liberando
factores relajantes tales como NO, prostaciclina (PGI2), factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (FHDE) y factores constrictores tales como ET-1, Ang Il y
prostaglandina H2/tromboxano A2 (Orshal et al., 2004). Asi los estrégenos

promueven vasodilatacion por:

- Mecanismos dependientes de endotelio, principalmente por estimulacion
de la eNOS y la sintesis de factores relajantes como el NO.

- Mecanismos independientes de endotelio, a través de la regulacién de la
conductancia al calcio y al potasio en la membrana celular

-Descenso en la produccién de agentes vasoconstrictores, como productos

derivados de la ciclooxigenasa, ROS, Ang Il y ET-1.

De esta manera los estrégenos pueden aumentar la relajacion dependiente
del endotelio en anillos arteriales en diferentes animales y en distintos lechos
vasculares aunque es importante tener en cuenta, a la hora de analizar los efectos
de los estrégenos que estos dependen del lecho vascular y la especie animal
considerada. Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la
deficiencia de estrégenos esté asociada con el estrés oxidativo y con la disminucién
en la produccién de oOxido nitrico que seria responsable del incremento de la

presion sanguinea en ratas ovariectomizadas (Hernandez et al., 2000).
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3.3.2. Accidn de los estrogenos en el endotelio

Como ya hemos mencionado el endotelio juega un importante papel en el
control del tono vascular por la liberacién de diversos factores y los estrogenos
ejercen una serie de efectos sobre estos factores derivados del endotelio. Se ha
demostrado que estos mejoran la relajacion dependiente del endotelio en arterias
de diferentes animales y de distintos lechos vasculares, incluyendo la mesentérica,
aorta y arterias cerebrales. Diversos estudios en seres humanos han demostrado
gue el tratamiento con estrogenos aumenta el flujo coronario y disminuye la

resistencia coronaria y el tono vascular periférico.

- Oxido Nitrico.

El NO es un poderoso vasodilatador y relajante del musculo liso vascular. Se
produce de la transformacion de la L-arginina a L-citrulina, reacciébn que es
catalizada por las enzimas NOS. Diversos estudios muestran que la liberacion basal
de NO es mayor en la mujeres en comparaciéon con los hombres, y que la
administracion de estrégenos en ratas ovariectomizadas restaura el deterioro de la
liberacion de NO (Nigro et al., 1990; Hayashi et al., 1992). Por otro lado se ha visto que
el efecto inhibidor del L-NAME (inhibidor de la sintesis de NO) sobre la relajacion
inducida por la acetilcolina es mas pronunciado en las arterias meséntericas de
hembras que de machos (Kahonen et al.,, 1998). Diversos estudios muestran una
diferencia en la respuesta al tratamiento con estradiol en machos y hembras, lo cual

sugiere una especificidad de género de los efectos vasculares de los estrégenos.

El mecanismo de accion del efecto vasodilatador del estradiol parece ser de
tipo genémico y no gendmico. Asi, la administracién de estradiol in vivo e in vitro
induce una rapida vasodilatacion en arterias coronarias de primates
ovariectomizadas con una dieta rica en colesterol, efecto que también se ha visto
en otros animales. Este efecto vasodilatador rapido del estradiol puede ser debido,
al menos en parte, a la produccién de NO ya que desaparece con la administracion

de inhibidores de la sintesis de NO (Raghvendra et al., 2001).

Los posibles mecanismos envueltos en este aumento de la produccion de
NO incluyen: 1) la estimulacién transcripcional de la expresion de los genes que
expresan la NOS, 2) la inhibicién de la regulacion de la expresion génica de NOS

por citoquinas, 3) una modificacion postraduccional de las proteinas de la NOS, 4)
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el aumento de cofactores o de la disponibilidad de L-arginina, 5) la activacién no
gendmica de segundos mensajeros, por ejemplo Ca**, AMPc y tirosinquinasa, 6) la
traslocacion dependiente de calcio de la ubicacion de la eNOS unida a la
membrana al citoplasma y 7) la modulacién de los sistemas de degradacion de NO

(produccién de ROS y antioxidantes) (Tostes et al., 2003).

La induccién de la eNOS Ca** dependiente por los estrégenos se ha
demostrado en varios tejidos, de acuerdo con la presencia de elementos de
respuesta a los estrégenos en la region promotora de la NOS. Ademas de aumentar
la produccion de NOS, los estrogenos inducen un rapido aumento de la actividad de
la NOS y la liberacion de NO a través de mecanismos no transcripcionales
reduciendo su dependencia a Ca?', tal vez a través de la fosforilacién de la eNOS
por mecanismos en los que estan involucradas las MAPKs o la proteina kinasa
B(PKB)/Akt (Caulin-Glaser et al., 1997). Estos efectos parecen ser mucho mas
intensos y funcionalmente relevantes que el incremento en la expresion de NOS
inducida por los estrogenos e inhibida por antagonistas ERs indicando que los
efectos estan mediados por ERs que funcionan de manera no gendémica activando
la eNOS a través de mecanismos dependientes de la MAPK (Figura 1.13) (Tostes et
al., 2003).
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Fig. 1.13 Efectos vasculares de los estrégenos. Tom  ada de Orshal et al., 2004.
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Otra via de actuacion de los estrogenos es la fosforilacion y activacion de la
NOSe via inositol trifosfato (PI3)-kinasa-Akt y de este modo se reducen los
requerimientos de Ca*" para su activacion (Rusell et al., 2000). También se ha visto
que en la estimulacion no gendmica de la sintesis de NO pueden estar involucradas
proteinas intracelulares, tales como la hsp90 que se une y pueden interactuar con

los ERs y activar la NOSe (Migliaccio et al., 1996).

El papel que los receptores estrogénicos tienen en el efecto que el estradiol
ejerce sobre la sintesis de NO, se demuestra por la inhibicion del efecto
vasodilatador del estradiol en presencia de ICI-182780, un antagonista de los ERs
(Chen et al., 1999), asi el papel de los ERa y ERPB en la regulacién de la sintesis de
NO, parece estar mediada por ERa ya que la sintesis de NO y la relajacion en la
aorta inducida por el estradiol se ve disminuida en ratones knockout, a lo que les
falta el ERa (Rubanyi et al., 1997; Tostes et al., 2003). De igual modo se ha observado
un aumento de la actividad NOSe en respuesta al estradiol en las células

endoteliales en las que hay una sobreexpresién de ERa (Chen et al., 1999).

- Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (F HDE)

El FHDE es un mediador importante en la relajacién vascular que activa los
canales de K' activados por Ca® causando hiperpolarizacion y relajacion del
musculo liso. Su liberacion estd modulada por numerosos factores incluidos
agonistas, como la acetilcolina y la bradiquinina, fuerzas de rozamiento y algunas
patologias. Su identificacion quimica asi como su funcion caracteristica varia
dependiendo del tamafio vascular, del lecho vascular y de la especie. Diversas
pruebas demuestran que los estrdgenos modulan la produccién y liberacion de
FHDE, asi la mayor relajacibn mediada por el endotelio en las hembras
comparadas con los machos puede estar relacionada con la diferencia en la
hiperpolarizacion dependiente del endotelio del musculo liso vascular (Kauser et al.,
1994) tal y como demuestra el hecho de que esa diferencia en la hiperpolarizacién
inducida por la acetilcolina en las arterias mesentéricas se elimina en presencia de
bloqueantes de los canales de K'. Ademas, la ovariectomia causa una marcada
reduccion en la hiperpolarizacion inducida por la acetilcolina que se mejora en
presencia de estrdgenos como el 17B-estradiol (Sakuma et al., 2002). Estos datos
sugieren que los estados de déficit de estrégenos atendan la relajacion producida
por FHDE.

46



|. INTRODUCCION

- Metabolitos del 4cido araquiddnico

Las acciones de los estrégenos sobre las células vasculares también
influyen en el metabolismo de las prostaglandinas y en la actividad de la
ciclooxigenasa (COX), enzima clave en la produccién de prostaglandinas. La Cox
aumenta la sintesis de PGI2 la cual produce un aumento de AMPc y una

disminucién del Ca?* intracelular produciendo vasorelajacién (Figura 1.14).

| Acido araquidénico |
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Figura 1.14.- Efectos de los es trdgenos sobre el metabolismo del  &cido araquidénico

Se ha demostrado repetidamente que el 173-estradiol estimula la produccién
de prostaglandinas vasodilatadoras como la PGI2 en una gran variedad de
preparaciones como por ejemplo de arterias uterinas ovinas, células endoteliales de
arterias pulmonares fetales ovinas, células endoteliales de vena umbilical humana y
en vasos sanguineos y mesentéricos de ratas. Este aumento de los niveles de PGI2
se ha asociado a un incremento en la expresion de las enzimas claves involucradas
en su produccién como la fosfolipasa A2, la COX-1 y la prostaciclina sintetasa
(PGIS). Asi se ha mostrado en arteria cerebral de ratas sometidas a tratamientos
cronicos con 17B-estradiol en las que mejora la produccion de la sintesis de PGI2
por aumento de la COX-1 y PGIS (Ospina et al., 2002). También se ha sugerido que
la COX-2 juega un papel especifico en la sintesis de PGI2 inducida por estradiol y
la vasodilatacion. En células endoteliales de vena umbilical humana, el 17(3-
estradiol aumenta la liberacion de PGI2 por la COX-2 y no por la COX-1, y en la
vasodilatacién colinérgica en mujeres postmenopausicas (Akarasereenont et al.,
2000).
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Se ha establecido, también, una asociacion entre el estradiol y
prostaglandinas vasoconstrictoras: 1) los estr6genos previenen la vasoconstriccion
dependiente de la prostaglandina H sintetasa (PGHS) que se asocia con una
sensibilidad aumentada del receptor de PGH2 y del tromboxano A2, en arterias
mesentéricas de ratas SD ovariectomizadas, 2) los estrdgenos mejoran la
vasodilatacion en arterias mesentéricas aisladas de ratas Fisher disminuyendo la
contracciéon dependiente de PGHS-2 y la expresion de PGHS-2, y 3) los estrogenos
disminuyen la sintesis de metabolitos de la COX , el tromboxano principalmente,

que provocan contraccion.

Por otra parte se ha visto que la ovariectomia aumenta la reactividad a la
norepinefrina y disminuye la sensibilidad a la acetilcolina en microvasos de ratas
SHR mientras que el tratamiento con estradiol o estradiol mas progesterona
restablecen la respuesta alterada. También se ha observado en ratas SHR que
inhibidores de la COX, indometacina, diclofenaco y ridrogel (antagonista del
receptor de la TXA; e inhibidor de la tromboxano sintetasa) también reestablecen la

respuesta a norepinefrina y acetilcolina.

Como ya se menciond, no todas las arterias responden de la misma manera
al estradiol. Asi se ha visto que los tratamientos con estradiol y progesterona
provocan alteraciones en la expresion de proteinas y enzimas claves envueltas en
la produccion de PGl,, fosfolipasa A,, COX-1 y PGIS en arterias uterinas y

sistémicas.

Estas acciones moduladoras de los estrégenos sobre la via de la COX
parecen estar mediadas por la activacion de los ERs. En células endoteliales de
arteria pulmonar, la produccion de PGl, esta mediada por el ERB ya que se inhibe
con ICI182780 que es un inhibidor no selectivo para cualquiera de los ERs y con un
antagonista especifico del ERpB. Por otro lado, la observacién de que los estrogenos
aumentan los niveles de COX-1 en vasos sanguineos cerebrales de ratones pero
inefectivo en ratones knockout ERa, sugiere que la regulacion de la COX-1 por ERa

también parece contribuir a los efectos de los estrégenos.

- Endotelina-1
La endotelina-1 es un vasoconstrictor y péptido mitbgeno que puede jugar

un papel en la patogénesis de la enfermedad vascular. Los estrdgenos pueden
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actuar en diferentes puntos de la cascada ET-1: en su formacién, a nivel de
receptores y también en la respuesta inducida por la ET-1. La ET-1 interactda con
los receptores ET, y ETg. La activacion del ETg endotelial causa la liberacion de
varios factores relajantes que promueven la relajacion del masculo liso vascular. La
liberacion de ET-1 en las células endoteliales parece estar disminuida en las
mujeres y ello puede explicar el menor tono vascular y presién arterial en las
hembras al compararlas con machos SHR (Kahonen et al., 1998). La sintesis y
actividad biologica de la ET-1 est& regulada por los estrégenos, como lo sugiere el
hecho de que el 17B3-estradiol disminuye la vasoconstriccion inducida por la ET-1 en
arterias coronarias tanto in vitro como in vivo. Del mismo modo en células
endoteliales de aortas porcinas en ausencia de hormonas ovaricas femeninas se ha
observado un incremento de la expresion de ARNm de preproendotelina y aumento
de la liberacion de ET-1. Junto a este dato se ha visto que tanto el estradiol como
sus metabolitos 2-hidroxiestradiol y 2-metoxiestradiol inhiben la sintesis basal de
ET-1 en las células endoteliales en arterias coronarias porcinas, posiblemente por

un mecanismo independiente de los ERs (Dubey et al., 2001).

En lo que se refiere a la especie humana se ha observado un incremento del
namero total de receptores ET-1 en vena safena de hombres en comparacién con
las mujeres y una relacion receptores ETA/ETg diferente, favoreciendo el efecto
vasodilatador en mujeres (Tostes et al., 2003). Este dimorfismo sexual en la
respuesta vascular a la ET-1 también se ha visto en ratas SHR. Por otro lado en
estudios realizados en mujeres postmenopausicas sanas que reciben tratamiento
con estrogenos se ha observado que dicho tratamiento aumenta los niveles

plasméticos de nitritos/nitratos y disminuye los niveles de ET-1 (van Baal et al., 1999).

- Moléculas de adhesion

En un proceso inflamatorio, citoquinas y otros mediadores de la inflamacion
provocan notables cambios fenotipicos en las células endoteliales. Las células
endoteliales activadas liberan NO y PGI,, dando lugar a vasodilatacion, que a su
vez facilita la llegada de leucocitos a los sitios de la lesion. Las células endoteliales
activadas por citoquinas expresan moléculas de adhesién para leucocitos, E-
selectina, ICAM-1y VCAM-1.

Muchos tipos celulares que participan en la respuesta inmune e inflamatoria

responden a estrégenos, incluyendo los linfocitos T y B, monocitos, macréfagos y
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mastocitos. Las acciones de los estrdgenos sobre los marcadores inflamatorios
parecen depender de los niveles de estrogenos. A concentraciones fisiolégicas, los
estrégenos aumentan la produccién de citoquinas proinflamatorias como la IL-1,
TNF-a e IL-6 por los monocitos. Sin embargo los sujetos con altos niveles de
estrogenos, como las mujeres premenopdausicas, tienen niveles mas bajos de
proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) que los sujetos con niveles bajos de
estrogenos, como las mujeres posmenopdusicas, y la terapia hormonal sustitutiva
disminuye los niveles de MCP-1 en plasma (Koh et al., 2001). El aumento en el TNF-
o inducido por los estrogenos activa la adhesién endotelial de leucocitos a través de
un aumento de la expresion de las moléculas de adhesion E-selectina, ICAM-1 y
VCAM-1 (Cid et al., 1994). Estudios realizados de ARNm para las moléculas de
adhesion endotelial, muestran que, en los primeros momentos el tratamiento con
estroégenos da lugar a un aumento en los niveles de ARNm para estas moléculas de
adhesion, pero que en momentos posteriores las células tratadas con estrogenos
muestran unos niveles mas bajos de ARNm para estas citoquinas (Koh et al., 2001).
Sin embargo, a dosis altas o farmacoldgicas de estrogenos y después de grandes
periodos de exposicion, los estrégenos disminuyen la expresién de moléculas de
adhesion inducidas por citoquinas en cultivos de células endoteliales (Caulin-Glaser
et al., 1996).

- Estrés oxidativo y ROS

Los efectos vasculoprotectores de los estrogenos se han atribuido
parcialmente al cambio de la relacion NO/O, en la pared vascular, aumentando la
biodisponibilidad de NO. Muthusami et al (2005) han demostrado que la
ovariectomia aumenta la lipoperoxidacion lipidica y el H,O, y disminuye los enzimas
antioxidantes SOD, GPy y GST. La ovariectomia produce, por tanto, un aumento de
la actividad de la NADPH oxidasa y una disminucién de la SOD, junto al aumento
de presion estimula la forma inducible de la NOS. Cuando ésta se activa puede
generar hasta 10000 veces mas de NO que la eNOS. A estas concentraciones el
NO es toxico y forma con el superdxido peroxinitritos que tienen efectos
inflamatorios en el territorio vascular. En cultivos realizados de células endotelilales
humanas de vena umbilical, el 17(3-estradiol disminuye la expresion de la subunidad
gp91phox de la NADPH oxidasa y regula la expresion de la eNOS, mejorando el
balance NO/O, (Wagner et al., 2001). Por otro lado, el estradiol aumenta la actividad
del factor de relajacion derivado del endotelio en la aorta toracica de ratas

ovariectomizadas en ausencia de cambios en la actividad o el gen NOS.

50



|. INTRODUCCION

Estudios realizados con quimioluminiscencia producida por lucigenina, un
indicador de la produccion de O,, detectaron una disminucién de la
guimioluminiscencia en la aorta de ratas ovariectomizadas tratadas con estradiol, lo
gque sugiere una disminucién de la generacion de O, derivada del endotelio y una
mayor actividad biolégica del NO, asi como un descenso en la liberacién de
peroxinitrato (Barbacanne et al., 1999). Estudios de nuestro grupo (Hernadez et al.
2000) han demostrado que el aumento de estrés oxidativo y la disminucién de la
produccion de NO debido a la deficiencia de estrogenos se ha asociado, en ratas
ovariectomizadas, con mayores niveles de presion arterial, y que el tratamiento con
estrégenos disminuye los niveles de nitritos/nitratos (Figura 1.15), la concentracion

de grupos SH y de MDA (malondialdehido) y disminuye la de la presion arterial.

NITR I TES/NITR ATES
(mol/T)
B N 8
x.

Sham Ovx Ovx+Est

Figura 1.15.- Efecto de la ovariectomia y del tratamiento con est régenos a los
animales ovariectomizados sobre el nivel de nitrito s.(Tomada de Hernandez et al.
2000)

En humanos se ha sugerido que la disfuncién endotelial secundaria debida a
la deprivacién de estrogenos esta causada por una reduccion en la disponibilidad
de NO por la produccién de estrés oxidativo dependiente de COX (Virdis A et al.,
2000).

- Angiotensina Il

Los estrégenos actlan sobre el sistema renina-angiotensina en diferentes
puntos de la cascada: en la formacion de Ang Il, a nivel de los receptores de Ang Il
0 sobre las respuestas inducidas por Ang Il. Se ha demostrado que los estrogenos
aumentan la expresion génica y los niveles plasmaticos de angiotensinégeno. Los
estrégenos también tienen efectos sobre los niveles de renina en la circulacion: 1)
las mujeres bajo terapia hormonal sustitutiva con estrogenos presentan niveles de
renina mas bajos que aquellas que no estdn sometidas al tratamiento, 2) las

mujeres premenopausicas muestran niveles méas bajos de renina que las
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posmenopausicas, y 3) las mujeres presentan niveles mas bajos de renina que los
hombres.

Se ha demostrado que la deficiencia de estrégenos aumenta los niveles de
ARNmM del receptor 1 de Ang Il (AT1), asi como la eficacia de la Ang Il sobre la
vasoconstriccion debido al aumento de la densidad de receptores AT1. La terapia
de reemplazo con estrégenos en ratas ovariectomizadas invirtio la sobreexpresion
del receptor AT1.

También se ha estudiado la accion de los estrégenos sobre la enzima ECA
responsable de la conversion de la Ang | en Ang Il y se ha demostrado que la
actividad de esta enzima en la circulacion y los tejidos esta reducida bajo terapia
hormonal sustitutiva en varios modelos animales ovariectomizados. Asimismo el
tratamiento con estrégenos muestra que niveles reducidos de ECA en los tejidos,
riién y aorta, iban acompafiados paralelamente de una reduccibn en las

concentraciones del ARNm para esta enzima (Figura 1.16).

|Angiotensinégeno | (+) <

1 Renina) (=) +—

|Angiotensina I |

i
| B2 (-)«—| [ESTROGENOS

(+) l Angiotensina II |

[AT-1 ] (-) +—]

()t

Figura 1.16.- Efecto de los estrégenos sobre el sistemarenina  -angiotensina

Los datos clinicos obtenidos de mujeres posmenopausicas que recibieron
estrégenos conjugados equinos durante 3 meses mostraron una reduccion
significativa de la actividad plasmatica de la ECA que se correlaciona con un
aumento de la vasodilatacion mediada por el endotelio mediada por NO y un
aumento de los niveles séricos de nitritos/nitratos. Sin embargo, otros autores han
observado que la administraciébn aguda de estradiol no produce cambios en la

actividad vascular de la ECA o en la respuesta vasoconstrictora a Ang | 6 Ang Il.
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3.3.3.- Accion de los estrogenos sobre las células del musculo liso

vascular.

Se ha demostrado que los estrogenos tienen también efectos directos sobre
las células del masculo liso. La presencia de ERs en las CMLV indica claramente
gque estas células son diana de los estrégenos y que estos tienen un efecto directo
sobre ellas. Asi los estrégenos pueden modular numerosas funciones de las CMLV
como son la contractilidad, la proliferacién, la formaciéon y composicion de la matriz
extracelular. Estos efectos pueden explicar algunos de los mecanismos
involucrados en la proteccion de los estrégenos contra la injuria vascular (Farhat et
al., 1996). Hay una serie de observaciones que demuestran que el 17B-estradiol
puede jugar un papel selectivo regulando el tono del MLV bien sea modulando o
modificando la permeabilidad de los canales ionicos en las CMLV. Asi por ejemplo,
se ha visto que los estrégenos causan vasodilatacion en vasos desprovistos de
endotelio, sugiriendo que inducen una inhibicién del tono vascular independiente del
componente endotelial, involucrando en dicha inhibicion una accién directa sobre
las CMLV. Por otro lado también se ha observado que los estrogenos causan
relajacion en cerdos y conejos desprovistos de endotelio y en arterias coronarias
humanas previamente contraidas con ET-1 y PGF2a, en una solucion

despolarizante con alta cantidad de KCI.

El efecto vasodilatador de los estrégenos no parece estar mediado por los
receptores nucleares y citosolicos clasicos estimulando la sintesis proteica, sino a
través del efecto directo de los estrogenos sobre los receptores de membrana en el
MLV (Orshal et al., 2004).

- Canales de potasio

Las acciones del estradiol sobre los canales de K* se han descrito tanto en
las células endoteliales como en el musculo liso, asi en estudios funcionales se ha
demostrado que el 17B-estradiol relaja las arterias coronarias porcinas por medio de
mecanismos independientes del endotelio involucrando en ello la salida de K.
Estas acciones pueden llevarse a cabo a través de los canales de K" sensibles a
ATP, ya que la relajacion que el dietilestilbestrol provoca en aorta aislada de rata es
inhibida por glibendamida y por tetraetilamonio. Por otro lado se ha demostrado que
el 17B-estradiol tiene un potente efecto estimulador de los canales de potasio

activados por calcio (BKCa) y el bloqueo de dichos canales en arterias intactas
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inhibe la relajacion inducida por los estrogenos. El efecto que tiene el 173-estradiol
sobre los canales BKCa se bloquea inhibiendo la actividad de una proteina quinasa
dependiente de GMPc por lo que hay autores que proponen que el 17(3-estradiol
produce relajacion en arterias de cerdo mediante la apertura de los canales BKCa a

través de una fosforilacion dependiente de GMPc (White et al., 1995).

- Canales de calcio.

Distintos trabajos han sugerido que los estrégenos modulan la entrada o
liberacion de Ca’* intracelular en las CMLV. Asi en experimentos realizados en
aorta de rata usando como transportadores soluciones libres de Ca** y con los
depésitos de Ca?* deplecionados, el 17p-estradiol reduce significativamente la
contraccién, sugiriendo esto que el 17B-estradiol disminuye la maxima contraccion
inducida por la norepinefrina debido a una restriccion en la entrada de Ca*', por lo
tanto induce relajacion debido a que inhibe la entrada de Ca** extracelular en las
CMLVs. Ademas el 17B-estradiol en ausencia de Ca?* extracelular relaja las arterias
pre-contraidas con norepinefrina, lo que sugiere que esta hormona inhibe la
liberacion de Ca** intracelular, efecto debido posiblemente a la interaccion directa
con la membrana celular o con las proteinas del canal idnico. También se ha visto
que concentraciones farmacolégicas de estradiol reducen la entrada de Ca? a
través de la inhibicién de los canales de Ca®" tipo L y disminuyen la fosforilacién de
la cadena ligera de la miosina y por lo tanto la contraccion del musculo liso (Tostes
et al., 2003).

4. ESTROGENOS Y REMODELADO

Uno de los mayores riesgos de padecer enfermedad cardiovascular (ECV)
es la edad. El problema se complica si tenemos en cuenta el sexo, ya que, como
hemos dicho anteriormente y ampliaremos después, las mujeres que estan
protegidas antes de la menopausia frente a la ECV, parece que pierden dicha
proteccion tras la deprivacion estrogénica. Segun progresa la edad aparecen
disfucion endotelial y alteraciones en la capa de musculo liso arterial: la morfologia
arterial se modifica con la edad y se asocia con un incremento del didmetro arterial
y engrosamiento de la pared. Existe también una infiltracion del espacio

subendotelial, aumento en la deposicion de coladgeno, elastina y proteinglucanos,

54



I. INTRODUCCION

ademas de una clara infiltracion de leucocitos y macréfagos. Por tanto, con la edad

y la menopausia aumenta el remodelado vascular.

El dato hemodinamico mas destacado en la hipertension arterial (HTA) es el
aumento de la resistencia vascular al flujo sanguineo. Esta mayor resistencia
arterial puede ser debida a cambios funcionales (presencia de sustancias
vasoconstrictoras) o estructurales (remodelado). En la hipertension, el cambio
morfofuncional de la estructura arterial puede ser de dos tipos: el remodelado

eutrofico y el remodelado hipertrofico (Figura 1.17).

Remodelado Hipertréfico
Relacion Pared/Luz {
Area de la pared

~

Arteria Normal

N

Remodelado Eutréfico
Relacion Pared/Luz §
Area de la pared =

Figura 1.17.- Tipos de remodelado vascular

En el remodelado eutréfico el area de la pared permanece igual o esta
ligeramente disminuida y la relaciébn pared/luz esta aumentada. Este tipo de
cambios se encuentran en la hipertension esencial humana y en algunos modelos
de HTA experimental. En el remodelado eutrdéfico la pared arterial se reestructura y
las células se alinean mas cercanas; ademas se dan de forma simultanea procesos
de crecimiento y apoptosis y no suele acompafarse de grandes modificaciones de

la matriz extracelular.

El remodelado hipertrofico se caracteriza por un engrosamiento de la capa
media, que invade la luz del vaso y un aumento del area de la pared. Esta forma se
da en la hipertension humana de tipo secundario (renovascular) y en modelos de
HTA experimental que cursen con altos niveles de ET-1, como la HTA modelo

DOCA-sal. El crecimiento de la capa media determina una disminucién de la luz del
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vaso y supone un incremento en el nimero de células, su tipo o su tamafio y un
aumento de deposicidén de la matriz extracelular que determina un incremento de la
fibrosis perivascular. EI aumento de deposicibn de matriz extracelular a nivel
perivascular puede ser debida a un incremento en la deposicién de colageno y otras
proteinas o una disminucion de su destruccion. Esta dltima posibilidad parece
demostrada, ya que en muchos tipos de HTA existe una disminucion de la
actividad de las metalopreoteinasas, enzimas que digieren distintos tipos de

coladgeno (Intengan and Schiffrin, 2000)

Existen multiples datos sobre los mecanismos que subyacen a los cambios
morfolégicos que supone el remodelado. Aunque en un principio se especul6 sobre
si este cambio estructural arterial es causa de la HTA, por aumento de la resistencia
vascular; hoy existe total acuerdo que las modificaciones de la geometria arterial
son la consecuencia de los aumentos de tension sobre las paredes arteriales. Hay
gue tener en cuenta que en condiciones normales las células musculares lisas
vasculares (CMLVs) tienen basicamente una funcion contractil; sin embargo frente
a los aumentos de presion arterial, estas células pierden parte de esta funcion y
responden frente a estimulos que desencadenan su crecimiento y los cambios
morfoldgicos que determinan el remodelado. El primer factor que ha sido implicado
en este fendmeno es la angiotensina Il (Angll) que produce contraccion del vaso,
angiogénesis e hiperplasia de las CMLVs. Otros vasoconstrictores también han sido
propuestos como mediadores de este fendmeno especialmente la ET-1. Estos
autacoides estimulan la generacién de ROS que a su vez y a través de una serie
mecanismos intracelulares activan diferentes vias de sefializacion que producen el
remodelado vascular. ROS potencian las quinasas reguladoras extracelulares
(ERKS), las quinasas activadoras de las proteinas mitogénicas (MAPKs) ambas
estimulantes del crecimiento celular. Ademas, también los ROS modulan el

aumento de deposicion de proteinas de la matriz extracelular (Fortuiio et al. 2005).

Por el tema de nuestro trabajo, merece un punto y aparte la relacion de
estrogenos y remodelado. Los estrégenos modulan la respuesta al dafio vascular,
alterando la expresion o accion de diversos factores de crecimiento, moléculas de
adhesion y citoquinas. Sin embargo, quizas sean las ROS el mayor mecanismo
implicado en estos cambios. Otro importante mecanismo implicado en la respuesta
vascular a la injuria que es modulada por los estrogenos implica la produccién de

NO. La eNOS se expresa en las células endoteliales y esta regulada por los
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estrégenos. La iINOs no se encuentra en los vasos normales, pero se expresa en
los vasos dafiados. Cuando se activa iINOS produce 1000 veces mas NO que la
eNOS. A estas concentraciones el NO es toxico ya que se une a los radicales para
producir oxidantes biol6gicos muy toxicos: en ausencia de estrogenos esta reaccion

estd parcialmente inhibida (Xing et al. 2009).

Nuestro grupo, gue como ya hemos sefialado anteriormente demostré que la
ovariectomia (OVX) provoca un aumento del estrés oxidativo y que este se corrige
con el tratamiento estrogenico (Hernandez et al. 2000), ha publicado recientemente
varias observaciones sobre el papel de los estrogenos sobre la presién arterial y el
remodelado vascular. En ratas espontaneamente hipertensas (SHR) la OVX
produce un aumento de la tension arterial acompafiada de un cambio en la
morfologia vascular con remodelado eutrofico. Estos cambios se corrigen con el
tratamiento de los animales OVX con 17(3-estradiol. Ademas los resultados mejoran
si al estrégeno se le afiade un inhibidor del enzima conversora de angiotensina
(Garcia et al. 2005 y Garcia et al. 2006). Sin embrago, segun nuestro criterio queda
una pregunta por resolver: si la deprivacion de estrogenos produce aumento del
estrés oxidativo ¢podria ser este el mecanismo Ultimo por el que la falta de

estrégenos produce un aumento del remodelado vascular en la hipertension?.

5. ESTROGENOS E INGESTA

5.1. Regulacion de la ingesta

Existen distintos centros en el hipotalamo que intervienen en la regulacion
de la ingesta de alimento. Los nucleos laterales hipotaldmicos actdan como centros
del hambre ya que su estimulacién provoca hambre y apetito. Por el contrario, los
nucleos ventromediales controlan la saciedad y su estimulacion provoca el rechazo
del alimento. Se sabe que otros nucleos hipotaldmicos, los paraventriculares y
arqueados, también controlan la ingesta. Los mecanismos que regulan la cantidad
de alimentos ingerida son complejos y dependen de sefiales que parten del propio
aparato digestivo, de glandulas endocrinas relacionadas con el metabolismo
energético y sustancias producidas en el tejido adiposo. Vamos a repasar
brevemente estos mecanismos de regulacion para después discutir la influencia de

los estrégenos en dichos mecanismos. La colecistoquinina (CCK) que se libera en
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el duodeno ante la presencia de grasas en el quimo inhibe la ingesta. Igualmente el
neuropéptido Y (NPY) que se produce en el ileon y colon produce en ratones una
reduccién de la ingesta que dura mas de doce horas. La insulina también disminuye
el apetito. Por el contrario, la grelina una hormona liberada por las glandulas
oxinticas del estébmago cuyos niveles aumentan en sangre durante el ayuno
estimularia el apetito y la ingesta de alimentos. Sefales procedentes del tejido
adiposo provocan una compleja serie de respuestas a nivel central. La leptina es
una hormona peptidica liberada por los adipocitos. Cuando los depdsitos corporales
de grasa aumentan liberan mas hormona que llega a nivel del sistema nervioso
central y ocupa los receptores de leptina que existen en el hipotalamo. La
estimulacion de los receptores de leptina pone en marcha diversos mecanismos

para reducir los depésitos de grasa, entre ellos la inhibicion de la ingesta.

5.2. Estrégenos y obesidad

Con la menopausia, la mujer sufre diferentes cambios de tipo metabdlico
con aumento de peso, aumento del paniculo adiposo y aumento de LDL. Esta
obesidad postmenopdausica, que se debe a la deprivacidn estrogénica se la
considera responsable de un incremento en el riesgo para ciertas patologias que
afectan a la mujer, como diabetes, hipertension y enfermedades cardiacas.
También se ha comprobado que el tratamiento hormonal sustitutivo (THS) reduce el
incremento de peso y la cantidad de tejido adiposo (Butera, 2010). A nivel
experimental se ha demostrado que la ovariectomia produce en ratas un
significativo incremento de peso. En efecto, es bien conocida la relacién entre las
hormonas esteroideas sexuales y el tejido adiposo. Se ha demostrado que el peso
corporal, especialmente la cantidad de tejido adiposo, en hembras de ratas
ovariectomizadas aumenta acompafiado de un incremento de la ingesta de comida.
Este aumento de peso, que sigue a la ovariectomia, se revierte con el tratamiento
de estrogenos. Sin embargo, aunque se han implicado en este hecho varios
factores, en la actualidad el mecanismo responsable no ha sido completamente

establecido.
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5.2.1. Efectos centrales de los estrégenos

Diversos autores (Butera, 2010) han demostrado que parte de los efectos de
los estrogenos sobre la ingesta se deben a las acciones de estos sobre los centros
hipotaldmicos que controlan la ingesta. Estos efectos se deberian a la interaccion
del estradiol con los receptores estrogénicos a nivel de diversas regiones del

cerebro, aunque no se ha establecido con seguridad que tipo de receptor (ERa 6

ERp) participa en esta accion.

5.2.2. CCKy estrégenos.

El estradiol aumenta las sefiales que inhiben el apetito durante las comidas
y el mecanismo podria estar mediado por la CCK. La CCK se libera por las células
intestinales durante las comidas y ejerce un efecto inhibidor sobre la ingesta.
Diversos trabajos experimentales han demostrado que el tratamiento con estradiol
en ratas ovariectomizadas potencia los efectos inhibidores sobre la ingesta de una
inyeccién intraperitoneal de CCK (Asarian et al., 1999). Ademas, la administracion de
un antagonista de los receptores de CCK atenua el efecto anoréxico del estradiol en

ratas ovariectomizadas.

5.2.3. Interaccion del estradiol con otros péptidos

La grelina es un péptido descubierto en 1999 (Kojima et al., 1999) segregado
por el estbmago que estimula la secrecion de hormona del crecimiento y que tiene
efectos estimulantes sobre la ingesta. El ayuno aumenta los niveles de grelina, la
comida suprime su secrecion y su administracion aumenta la ingesta en animales
de experimentacién. Recientes trabajos (Butera, 2010) han demostrado que el
estradiol aumenta la secrecion de grelina y potencia sus efectos inhibitorios sobre
apetito e ingesta. La participacibn del NPY en la relacibn entre ausencia de

estrégenos y obesidad no ha sido completamente establecida.

Desde el descubrimiento en 1994 de la leptina por Zhang et al. (Zhang et al.,
1994) muchos trabajos han estudiado las posibles interacciones de esta hormona
con el estradiol en el control de la ingesta de alimentos. La leptina es una hormona
péptidica de 16 kDa segregada por las células adiposas y que controla la cantidad

de grasa corporal, ejerciendo un efecto inhibidor sobre la ingesta y promoviendo el
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metabolismo energético. Se ha demostrado que existe una correlacién entre la
concentracion de leptina en suero y el peso corporal. Sin embargo los datos que
relacionan esta hormona con el aumento de peso que se produce en la deprivacion
de estrdgenos son complejos. Después de la ovariectomia los niveles plasmaticos
de leptina no se modifican, aunque disminuyen los receptores a la hormona tanto
en el tejido adiposo como en el hipotalamo (Kimura et al., 2002). Sin embargo, en
mujeres postmenopadusicas obesas se ha demostrado altos niveles de leptina en
sangre. En conclusién, no queda establecido un papel definitivo de la leptina para

explicar la interaccion del estradiol con la obesidad.

6. MODELOS ANIMALES DE HIPERTENSION

En los dltimos 70 afios se han desarrollado diversos modelos de
enfermedad cardiovascular y en concreto de hipertensiéon arterial (HTA). El primer
animal al que se le indujo una HTA fue producido en el laboratorio de Goldblatt en
1934 al estrechar mecanicamente la arteria renal de un perro (Goldblatt et al., 1934).
Desde entonces y hasta la fecha la puesta a punto de diferentes modelos ha
crecido de forma exponencial evolucionando hasta hoy en que se producen por
manipulacion genética. El objetivo que se busca, con el estudio de estos modelos,
es doble: por un lado se pretende profundizar sobre los mecanismos
fisiopatolégicos que se encuentran en el origen y desarrollo de la enfermedad
hipertensiva en el ser humano y por otro conocer la respuesta ante los distintos

tratamientos antihipertensivos.

Bésicamente dos son las categorias en que podemos clasificar a los grupos
de animales en los que provocamos el desarrollo de una HTA: modelos genéticos y
no genéticos, que podrian equipararse respectivamente en humanos a la

clasificacion clinica de la HTA en sus formas primaria y secundaria (Figura 1.18).
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fenotipicas
(SHR, Dhal, Milan, etc)
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Manipulaciones
genotipicas
(ratones Knock-out, etc)
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(2K-1C, Coartacion aorta)

Modelos no genéticos

Manipulaciones
endocrinas
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Figura 1.18. Modelos animales de hipertension

Dentro de los modelos obtenidos por manipulacion genética cabria
considerar dos subgrupos: los conseguidos a través de manipulaciones fenotipicas
(SHR, Dhal, Milan) y los obtenidos por alteraciones gendmicas (ratones knock-out).
Entre los modelos que podemos denominar como no genéticos podemos clasificar
dos grupos: los producidos por métodos quirurgicos, que pretenden alterar la
perfusion de ciertos érganos como el rifién (2R-1C, coartacion aortica, etc) y los que

modifican las caracteristicas endocrinas del animal (DOCA-sal, etc)

Aunque, como luego desarrollaremos con mayor amplitud, en la mayoria de
estos modelos experimentales aparecen complicaciones cardiovasculares y renales
semejantes a las que ocurren en el humano, es preciso sefialar que existen
importantes diferencias entre la patologia que se produce en estos modelos y la

enfermedad humana (McGiff y Quilley. 1981).

De entre los distintos modelos de hipertension experimental, para la
realizacion de este trabajo hemos elegido dos tipos: el modelo de rata
espontdneamente hipertensa (SHR) por su semejanza con la hipertension esencial
o primaria en el humano y el modelo DOCA-sal secundario a una manipulacion
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endocrina y que podria tener puntos en comudn con la hipertension secundaria en
patologia humana, especialmente con la forma de hipertension por exceso de

mineralocorticoides.

6.1. Modelo SHR

En 1963 Okamoto y Aoki publicaron un trabajo en el que demostraban que
cruzando ratas con los mayores niveles de tension arterial se obtenia una nueva
raza que mantenia la hipertension (Okamoto et al., 1963). EI aumento de presion
comienza después de la 32 semana de vida y aumenta de forma progresiva hasta
alcanzar los 180 mmHg. La hemodinamica muestra que el aumento de presion se
debe a un incremento de las resistencias vasculares acompafiado de una
disminucion del gasto cardiaco y del volumen sistélico. La fase maligna de la
hipertensién se caracteriza por un mayor incremento de las resistencias vasculares.
Este cuadro y su evolucion son semejantes al descrito en la enfermedad humana

como hipertensién primaria o esencial.

6.1.1. Mecanismos fisiopatolégicos en SHR

Mucho se ha discutido sobre los mecanismos que explican el origen y
mantenimiento de la hipertension SHR. Aunque se han descrito algunas
alteraciones estructurales a nivel del sistema nervioso, parece que una alteracion
en los mecanismos catecolaminérgicos centrales que se acompafia de una
exagerada respuesta a los vasoconstrictores podria contribuir al desarrollo de la
HTA. La exagerada respuesta presora al estrés mental se ha empleado como
argumento a favor de la participacion del sistema nervioso central en el

mantenimiento de la HTA.

Por otro lado distintos sistemas humorales han sido implicados en este
modelo de hipertension. Asi, se ha observado en SHR signos de hipertrofia de la
corteza suprarrenal y de las células hipofisarias productoras de ACTH
acompafadas de una disminucion de los niveles de la actividad plasmética de
renina. Igualmente se ha descrito una disminucion de los niveles de ANP. El posible
papel fisiopatologico del NO en la HTA de las SHR ha sido objeto de debate. Se

han descrito tanto aumentos como disminuciones de la funcion del NO (Torok, 2008).
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No obstante, se ha demostrado que la respuesta de la relajacién dependiente de
endotelio a acetilcolina es menor en SHR que en los correspondientes controles
WKY. Este hecho puede atribuirse a dos causas: una menor produccién de NO o a
un aumento de factores vasoconstrictores dependientes de endotelio. Se ha
especulado que la anormalidad en SHR seria que su aumentada actividad
simpatica no puede ser contrabalanceada con una menor biodisponibilidad de NO.
Ello podria ser secundario a una menor sintesis y/o a un aumento en la
degradacion de NO por su interaccion con el anion superoxido para formar

peroxinitrito. (Sommers et al., 1999).

6.1.2. Hipertension y estrés oxidativo en SHR.

Existen multiples evidencias experimentales que relacionan un aumento en
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) con la hipertension
experimental y sus complicaciones. Un aumento de ROS con produccion del anion
superéxido puede causar importantes alteraciones en los sistemas de transduccién
de sefales a nivel celular caracterizado por una mayor produccién de inositol
trifosfato y reducciéon de la generacion de GMP ciclico en las células vasculares,
todo lo cual determina una mayor tendencia a la vasoconstriccion. Diversas pruebas
experimentales demuestran en ratas SHR un aumento en la actividad de NADPH-
oxidasa con incremento en la produccion de radical superéxido en plasma vy tejidos
vasculares. Todo ello parece demostrar una gran sensibilidad de los tejidos

vasculares de las SHR al estrés oxidativo.

Por otro lado, parece que en este modelo de hipertensién existe un
desequilibrio entre la produccién de ROS y NO. Asi, la administracion cronica de N-
acetil-cisteina, un antioxidante con un grupo tiol, disminuye la PAS en ratas SHR
jovenes. Este efecto de la N-acetil-cisteina podria ser por un doble mecanismo, por
un lado una disminucion de los niveles de ROS y por otro a un aumento en la
produccion de NO. Como la mayor fuente de ROS en el arbol vascular es la
actividad aumentada de la NADPH-oxidasa se ha estudiado el efecto que sobre la
PAS tiene los tratamientos con Apocinina: en SHR jovenes disminuye la presion
arterial y el remodelado cardiaco y renal que acompafan a la HTA. Parecidos

efectos tienen los tratamientos con vitamina C y E (Kojsova et al., 2006).
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6.1.3. Hipertension y remodelado vascular en SHR.

En 1978 Mulvany et al. determinaron que los vasos de resistencia
(mesentéricas) de SHR presentaban una menor diametro y un aumento del grosor
de la capa muscular media que sus controles normotensos (WKY), concluyendo
que el aumento en las resistencias periféricas se debia a los citados cambios
estructurales, es decir, que el remodelado vascular precederia al desarrollo de la
hipertensién. Por otro lado, se ha sefialado que en la HTA existe una predisposicion
genética que podria determinar un aumento del tono simpatico acompafado de una
hipertrofia de la capa media en los vasos de resistencia. En el caso de las SHR se
ha descrito un incremento del contenido de norepinefrina en tejidos, junto a una
disminucion de la relacion pared/luz en arterias mesentéricas que precede al
aumento de presion. Ello parece indicar que estos cambios en la estructura
vascular serian un mecanismo causante de la hipertension. Sin embargo, otros
resultados apuntan a que el remodelado es causado por el aumento de presion
arterial o por modificaciones moleculares: asi se ha demostrado que un aumento de
la tensidon intravascular, del tono simpatico y angiotensina Il, serian mecanismos

suficientes para explicar la hipertrofia del masculo liso vascular.

Un mecanismo, que merece especial atencion para explicar el remodelado
vascular en este modelo, es el aumento del estrés oxidativo. Se ha demostrado que
en animales hipertensos que sufren vasoconstriccidon cronica existe un aumento del
radical superéxido y esto se acompafia de una disminucion de la vasodilatacion
dependiente de endotelio. También se ha comprobado que la superdxido dismutasa
previene los cambios vasculares y aumenta la supervivencia de los animales
hipertensos. Sin embargo, el mecanismo mas admitido que puede influenciar la
hipertrofia vascular es una disminucién de la biodisponibilidad de NO producida por
su inactivacion por el superéxido y de tal forma que el NO no puede realizar sus

efectos inhibidores sobre el crecimiento vascular (Integan, 2001).

Los cambios cuantitativos y estructurales de la matriz extracelular son
fundamentales para el remodelado vascular. Es mas, con la vasoconstriccion
cronica los vasos pueden modificar su composicién y perder sus propiedades
vasodilatadoras. La deposicion de colageno, la relacion colageno/elastina y la
expresion de las integrinas alfabeta 3 y alfabeta 5 estdn aumentadas en SHR en

comparacion a los animales normotensos. El aumento de matriz extracelular puede
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ser también consecuencia de una disminucibn en la actividad de las
metaloproteinasas (MMPs) que degradan las proteinas de la matriz extracelular.
Cambios en la actividad de estas MMPs son responsables en la acumulacion de los
colagenos tipos IV y V y de la fibronectina en las arterias de resistencia de ratas
SHR (Schiffrin, 2004).

6.2. Modelo DOCA-sal.

La hipertensiébn por aumento en la ingesta de sal es una hipertension
volumen dependiente que fue investigada por primera vez por el grupo de Guyton
en 1963 (Langston et al. 1963). En sus experimentos utilizaron perros a los que se
habia resecado el 70% de la masa renal: cuando se sometieron a una sobrecarga
salina (0.9% de CINa) la presion arterial se fue elevando progresivamente hasta

alcanzar niveles hipertensivos.

Aunque en el ser humano existe una baja incidencia de hipertension
secundaria a un aumento de volumen, se han descrito varios casos de enfermos de
Addison que desarrollaron una hipertension maligna después de ser tratados con
DOCA (acetato de 11-deoxicorticosterona) (Figura 1.19) (Loeb et al. 1939).

1
CH,OCCH

C=0

Figura 1.19.- Deoxycorticosterona acetato
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6.2.1. Mecanismos fisiopatolégicos en DOCA-sal

Una de las caracteristicas del modelo DOCA en ratas, es la necesidad de
someterlas a un exceso en la ingesta de sal para conseguir un aumento mantenido
de la presion arterial. De hecho el modelo de hipertension experimental tipo DOCA
se consigue uninefrectomizando al animal y sometiendolo a una ingesta de agua
con una concentracion del 1% de CINa. Evidentemente, esto determina una
importante expansion de volumen que se refleja en la hemodindmica cardiaca, en
una primera fase de la HTA, en un aumento de cerca del 30% del gasto cardiaco
acompafado de un significativo aumento del volumen sistdlico. Posteriormente, se
produce por el incremento en la presion o por la retencién de sodio y agua, un
fendmeno que ha sido denominado “escape de sodio” y que consiste basicamente
en la pérdida renal de sodio y agua. En esta segunda fase de la HTA el gasto
cardiaco disminuye hasta normalizarse y la HTA se mantiene por un incremento de
las resistencias vasculares. El mecanismo de estos cambios hemodinamicos no ha
sido completamente aclarado, pero podria deberse al fendmeno de “autorregulacién
corporal total” enunciado por Guyton en 1969: el aumento de perfusion tisular por el
aumento del volumen y del gasto cardiaco determina una vasoconstriccion
generalizada que es la responsable del incremento de las resistencias vasculares
(Guyton et al., 1969).

La hipertensién DOCA-sal se acompafia de un descenso en los niveles de
Péptido Natriurético Atrial (PNA) y de la actividad del Sistema Renina-Angiotensina
(SRA) que parece no tener un papel patogénico importante como mecanismo
hipertensivo, como lo demuestran los niveles casi indetectables de la actividad de
renina plasmética y el nulo efecto que tiene sobre la presion el tratamiento de estos

animales con inhibidores de la formacion de Angiotensina II.

Existen, sin embargo, bastantes evidencias de la participacion del sistema
nervioso central en el mantenimiento de los altos niveles de presion arterial,
posiblemente mediados por los efectos centrales del CINa: sus infusion a nivel
intraventricular determina un incremento en la presién arterial. Igualmente, durante
un tiempo, la vasopresina fue implicada en la patogenia del la HTA DOCA-sal, hoy
este extremo estd muy discutido y existe un general consenso que el mayor

responsable de la hipertension en este modelo es la Endotelina-1 (ET-1).
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6.2.2. Hipertension y estrés oxidativo en DOCA-sal.

Las endotelinas comprenden una familia de tres péptidos de 21 aminoacidos
(ET-1, ET-2, ET-3) y de 31 amino&cidos (ET-11-31, ET-21-31, ET-11-31). Las
endotelinas se sintetizan como una molécula bioldégicamente inactiva (big ET-1) que
se transforma en la forma activa por los Enzimas Convertidores de Endotelinas
(ECESs) y que actua sobre dos receptores ET, Yy ETg que se encuentran distribuidos
en multiples células del sistema cardiovascular y renal, especialmente en el
endotelio vascular, células del musculo liso vascular y cardiomiocitos. La
estimulacion de estos receptores en la célula vascular estimula a la Fosfolipasa C y
determinan un aumento del Ca™" intracelular y una activacion de diversas Protein
Kinasas (PKC). A través de estos y otros mecanismos de activacién (PLD, MAPK,

ERK1/2) se regula el tono del musculo vascular, y a largo plazo su crecimiento.

La participacion de ET-1 en la hipertension DOCA-sal ha sido ampliamente
estudiada, entre otros, por el grupo de Schiffrin (Schiffrin, 2005). Este grupo ha
demostrado que en este modelo experimental, los antagonistas de los receptores a
endotelina disminuyen la presién arterial y reducen los cambios morfolégicos en

vasos cardiacos y renales, mejorando la disfuncién endotelial y el estrés oxidativo.

Como ya anteriormente sefialamos, la mayor fuente de produccion de
radicales superoxidos en el territorio vascular es un aumento en la actividad de
NADPH-oxidasa. Por otro lado, como acabamos de discutir, el principal mecanismo
fisiopatoldgico implicado en la hipertension DOCA-sal es el aumento de ET-1. Y se
ha demostrado que ET-1, actuando a través del receptor ETA activaria a NADPH-
oxidasa y aumentaria la produccién de superoxido. Sin embargo, no solo por medio
de este mecanismo ET-1 aumenta la produccién de ROS, también estimula a

Xantina-oxidasa y aumenta la expresion de eNOS y COX-2 (Callera et al., 2008).

6.2.3. Hipertension y remodelado vascular en DOCA-s  al.

Es una observacién conocida en clinica que los hombres desarrollan con
mayor frecuencia HTA que las mujeres premenopausicas y que esta diferencia se
iguala al comparar hombres con mujeres menopausicas. En los modelos animales
de hipertension, los machos presentan una HTA mas severas que las hembras.

Este hecho es especialmente destacado en la hipertension DOCA-sal. En este
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modelo en el que ET-1 juega un importante papel en la patogénesis de la HTA, los
animales hipertensos machos tienen mayor actividad de pro.ET-1 mRNA en los
vasos que las hembras y esta diferencia desaparece después de la ovariectomia de

las ratas hipertensas hembras.

En el modelo DOCA-sal se ha descrito que junto al aumento de presion
arterial se produce hipertrofia cardiaca, inflamacion, disfuncion endotelial y fibrosis
perivascular. Ademads, las complicaciones vasculares, cardiacas y renales se
encuentran asociadas a la actividad de la ET-1. El remodelado de la matriz
extracelular (MEC) determina un aumento de la fibrosis intersticial miocardica y
perivascular. El aumento de la deposicion de coldgeno puede ser debido a un
desequilibrio entre sintesis y degradacion de la MEC. La sintesis de colageno por
parte de los fibroblastos comienza por un precursor, el pro-colageno, cuyos dos
extremos moleculares son hidrolizados por proteinasas especificas que dan lugar al
coldgeno que tiene la capacidad de unirse entre si para formar las fibras de
coldgeno. La degradacién de coldgeno y de la MEC se lleva a cabo por parte de las
metaloproteinasas (MMP) o colagenasas que a su vez son inhibidas por el inhibidor
tisular de MMP (ITMP). Se ha demostrado que en la hipertension DOCA-sal
aumenta la deposicion de colageno con un paralelo incremento de las MMP y de
ITMP (Ammarguellat et al. 2002).

Por otro lado, también se ha descrito remodelado en la estructura de los
vasos de resistencia provocados por ET-1, con un incremento de la capa muscular
media sin cambios en el area de la seccion transversal del vaso y acompafiado de
una disminucion del diametro de relajacion arteriolar. Si bien ET-1 parece ser
responsable de los cambios estructurales descritos y del aumento en la deposicion
de coladgeno, el mecanismo final de su accion podria estar mediado por sus efectos
activadores sobre NADPH-oxidasa: ratones deficientes en enzimas prooxidantes no
desarrollan, cuando se le induce una hipertension DOCA-sal, ni remodelado

vascular ni fibrosis perivascular (Ko et al. 2007).
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7. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Los factores de riesgos especificos de las mujeres para la enfermedad
cardiovascular son la ovariectomia, la preclampsia y la menopausia. La prevalencia
de enfermedad cardiovascular (ECV) en la mujer estd muy ligada a la edad. En la
figura 1.20 podemos apreciar datos de dicha prevalencia en ambos sexos y desde
los 20 a los 80 afios de edad, dichos datos son los acumulados entre los afios 2005
a 2006. Dentro de ECV se incluyen a la enfermedad coronaria, insuficiencia
cardiaca e hipertension arterial (HTA). Se aprecia claramente que entre los 20-40
afios la incidencia de ECV es claramente menor en la mujer que en el hombre y
como a partir de la edad de la menopausia los porcentajes se igualan e incluso se

superan por parte de la mujer.
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Figura 1.20.- Prevalencia de enfermedad cardiovascu lar en poblacién USA segun edad
y sexo (National Health Survey 2005-2006: Mackmany  Smyth 2009).

Por otro lado, es conocido el hecho que la presion arterial evoluciona de
forma distinta en hombres y en mujeres, presentando éstas una elevacion a partir
de la menopausia (Figura 1.21). También se sabe que la HTA es mas comun en
hombres de 30 a 45 afios que en mujeres de la misma edad, sugiriendo que existen
diferencias de sexo en los mecanismos de control de la presion arterial. Ademas, la
prevalencia de HTA es mayor en mujeres postmenopausicas que en
premenopdausicas, sugiriendo que las hormonas sexuales femeninas y

especialmente los estrégenos, tienen un efecto protector sobre el arbol vascular.
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Fig. 1.21. Evolucién segun la edad, de la PAS en am bos sexos en poblacion USA.
(Rechelhoff 2005)

Sin  embargo, diferentes estudios clinicos presentan resultados
contradictorios sobre los efectos beneficiosos del tratamiento hormonal sustitutivo
(THS) en la ECV en mujeres menopausicas. Diversos trabajos han mostrado un
beneficio sustancial (reduccion del 50% de la enfermedad coronaria) de la terapia
hormonal en mujeres que comienzan el tratamiento en la premenopausia o
menopausia temprana (Grodstein et al. 2000). Sin embargo, en ensayos realizados
con THS en mujeres con 10 afios 0 mas de menopausia, es decir después de
muchos afios de deprivacion de estrégenos, el tratamiento no solo ha demostrado
ser ineficaz sino que en el grupo estudiado (mujeres comprendidas entre los 60 y
80 afos) se ha demostrado un aumento en la enfermedad coronaria (Anderson et al.,
2000; Grady et al., 2004; Manson et al., 2003).

Las posibles razones de esta paradoja, de los efectos vasculares
beneficiosos o neutrales en la menopausia de mujeres jovenes del THS, frente a
los efectos perjudiciales en las mujeres de mas edad, han sido ampliamente
discutidas en la literatura. Muchos autores han propuesto la “hipétesis del tiempo”
gue postula que las vias de sefalizacion de los estrégenos se alteran en las
mujeres mayores de tal manera que convierten efectos antiinflamatorios y
vasoprotectores en efectos proinflamatorios y vasculotoxicos (Phillips et al., 2005;

Miller et al., 2003; Miller et al., 2005).
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Por tanto, son necesarios mas estudios que definan los eventos celulares
y moleculares en los que estan involucrados los estr6genos y otras hormonas
ovaricas y como interactian con los procesos que protegen o dafian los vasos
sanguineos. Estos hallazgos podrian allanar el camino a nuevas estrategias para la
prevencién y el tratamiento de las enfermedades vasculares y de otros trastornos

asociados a la menopausia como osteoporosis, sofocos, etc (Xing et al., 2009).

En péaginas anteriores hemos discutido los mdultiples mecanismos por
medio de los cuales los estrogenos pueden ejercer sus efectos beneficiosos y como
en ausencia de estos esteroides se desencadenan distintos problemas vasculares.
Recientemente se ha propuesto que un aumento del estrés oxidativo podria ser el
mecanismo ultimo por medio del cual la ausencia de estrégenos se convierte en un
factor de riesgo en la mujer menopausica. Experimentalmente Muthusami et al
(2005) han demostrado que la ovariectomia aumenta la lipoperoxidacion lipidica y el
H,O, y disminuye los enzimas antioxidantes SOD, GPX y GST. La ovariectomia
produce, por tanto, un aumento de la actividad de la NADPH oxidasa y una
disminucion de la SOD, ello junto al aumento de presién estimula la forma iNOS.
Cuando ésta se activa puede generar hasta 10000 veces mas de NO que la eNOS.
A estas concentraciones el NO es toxico y forma con el superéxido peroxinitritos
que tienen efectos inflamatorios en el territorio vascular (Xing et al., 2009). En cultivos
de células endoteliales humanas de vena umbilical, el 17B-estradiol disminuye la
expresion de la subunidad gp91phox de la NADPH oxidasa y regula la expresion de
la eNOS, mejorando el balance NO/O, (Wagner et al., 2001).

En los Ultimos afios, nuestro grupo ha aportado diferentes datos a estos
problemas. Asi, se ha demostrado que la ovariectomia (OVX) aumenta en ratas
control, la PAS, las resistencias vasculares y de los marcadores de estrés oxidativo
y que el 17B-estradiol normaliza estos cambios hemodinamicos y moleculares
(Hernandez 2000). También y utilizando el modelo de rata espontaneamente
hipertensa (SHR) (Garcia et al. 2005), han comprobado como la OVX produce un
aumento de la PAS junto al remodelado vascular de las arterias miocardicas y que
el tratamiento con 17B-estradiol normaliza estos cambios. Mas recientemente,
(Bonacasa et al., 2008), utilizando un modelo similar pero compuesto por machos y
hembras, demostraron que el 2-metoxiestradiol, un metabolito activo del 17(3-

estradiol, protege a la vasculatura del remodelado producido por la HTA en ratas
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OVX del modelo SHR y que dicho efecto es debido en parte a una disminucion de

la generacién de peroxinitrito.

Por todo ello, en la presente tesis doctoral, nos hemos propuesto analizar,
en dos modelos de hipertensién experimental semejantes a las formas primaria y
secundaria en humanos, si la inhibicion de la formacion de radicales libres de
oxigeno con Apocinina, que impide el ensamblaje de la NADPH oxidasa y elimina el
aumento de su produccion, reduce y mejora el remodelado vascular producido por

la deprivacion de estrégenos.

De entre los distintos modelos de hipertension experimental, para la
realizacion de este trabajo hemos elegido dos tipos: el modelo de rata
espontaneamente hipertensa (SHR), por su semejanza con la hipertensién esencial
o primaria en el humano y el modelo DOCA-sal secundario a una manipulacién
endocrina (tratamiento cronico con Doca: acetato de deoxicorticosterona) y que
podria tener puntos en comun con la hipertension secundaria por exceso de
mineralocorticoides en patologia humana. La hipertensiéon DOCA-sal, que presenta
una retencién de volumen, se caracteriza por ser en sus comienzos una HTA
dependiente de volumen. Sin embargo, en su fase final existe un gran aumento de
las resistencias vasculares posiblemente por los altos niveles de Endotelina-1(ET-
1). Este aumento de ET-1 también estimularia la actividad de la NADPH-oxidasa y
explicaria el aumento de oxidacién en este modelo. En el modelo SHR, en el que
nuestro grupo ha demostrado que la falta de estrogenos incrementa el remodelado
vascular (Garcia et al., 2005), diversas pruebas experimentales demuestran que
existe un aumento en la actividad de NADPH-oxidasa, posiblemente mediado por la
Angiotensina Il (Ang.ll) con incremento en la produccion de radical superéxido en

plasma y tejidos vasculares.
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Nuestro grupo ha demostrado que en el modelo de hipertension
experimental SHR la deprivacion de estrégenos producida por la ovariectomia
bilateral induce un cambio estructural en las arteriolas (remodelado vascular) que
determina un incremento en la presion arterial. EIl mecanismo ultimo por el que la
falta de estrogenos produce estos cambios es desconocido. Nuestra hipotesis es
que un aumento de estrés oxidativo producida por la ausencia de estrogenos
podria ser responsable de los cambios morfolégicos arteriales y de los aumentos de

presion arterial.

Objetivo 1 .- Estudiar si en el modelo de hipertensién experimental DOCA-
sal, semejante a la hipertension secundaria en humanos, la deprivacién de

estrogenos produce remodelado arterial y cambios en la presion arterial. Para ello:

1.1. Se desarrollara el modelo de hipertension experimental DOCA-sal

1.2. Se medir4q la evolucién de los cambios de presién arterial en los
animales DOCA-sal y en los DOCA-sal ovariectomizados.

1.3. Se valoraran los cambios estructurales en los vasos miocéardicos de los
animales DOCA-sal y DOCA-sal ovariectomizados.

1.4. Se comprobara que los cambios inducidos por la ovariectomia revierten

después del tratamiento de estos animales con 17(3-estradiol.

Objetivo 2 .- Estudiar si la inhibicion de la actividad de la NADPH-oxidasa
mejora los cambios estructurales arteriales y los incrementos de presion arterial

causados por la deprivacion de estrogenos en el modelo DOCA-sal. Para ello:

2.1. Se trataran a los animales DOCA-sal ovariectomizados con Apocinina y

se analizara si revierten los cambios estructurales y hemodinamicos.

Objetivo_3 .- Estudiar si la inhibicion de la actividad de la NADPH-oxidasa
mejora los cambios estructurales arteriales y los incrementos de presion arterial
causados por la deprivacidbn de estrogenos en la rata SHR, un modelo muy

semejante a la hipertension esencial humana. Para ello:
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3.1. Se medira la evolucién de los cambios de presion arterial en los
animales SHR y en los SHR ovariectomizados.

3.2. Se valoraran los cambios estructurales en los vasos miocéardicos de los
animales SHR y SHR ovariectomizados.

3.3. Se trataran a los animales ovariectomizados con Apocinina y se

analizara si revierten los cambios estructurales y hemodinamicos.
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1. ANIMALES

Para la realizacion de los protocolos experimentales se han utilizado dos

modelos de hipertension diferentes:

- Ratas hembras SD (Sprague Dawley) de 5 semanas con un peso
aproximado de 100 gr al inicio de los experimentos. Estos animales se utilizaron

para la induccion de la hipertension DOCA.

- Ratas hembras de 10 semanas de vida de la cepa SHR (Spontaneusly
Hypertensive Rats). Esta cepa, como ya hemos comentado anteriormente se
corresponde a un modelo de hipertension de base genética que se desarrolla con la

edad, como en el caso de la hipertension esencial humana.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones de Helsinki, el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre y el
Consejo de la Sociedad Americana de Fisiologia sobre el cuidado, proteccion y uso

de animales de experimetacion.

2. GRUPOS EXPERIMENTALES

2.1. Modelo de hipertension DOCA sal.

Para este modelo se utilizaron ratas hembras SD de 100 gr de peso inicial. A
estos animales, una vez medida la presion sistolica basal, se les realiza nefrectomia
unilateral izquierda. Para ello los animales se anestesiaron por inhalacién a base de
isofluorano (Forane, Abbot Laboratories. Madrid, Espafia). Estos animales se tratan
con una inyeccion intramuscular semanal de 12,5 mg/rata de DOCA (sal-acetato de
desoxicorticosterona) desde el momento de la nefrectomia. Para la preparacion de
la inyeccion la DOCA se emulsiona en una mezcla de 1:4 etanol:aceite y se inyecta
en las patas traseras del animal. A todos estos animales se les afiadir4 desde el
inicio del experimento CINa al 1% en el agua de bebida y a partir de la quinta
semana KCI al 0,2% para evitar un aumento demasiado elevado de la presién

arterial.
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Estos animales se distribuyeron de la siguiente manera:

Grupo 1: Ratas SD control (n=7).

Grupo 2 : Ratas DOCA (n=15).

Grupo 3: Ratas DOCA ovariectomizadas (DOCA-OVX). Para la realizacién
de la ovariectomia bilateral se anestesiaron los animales con isofluorano. Tras una
laparotomia media, se localizaron los ovarios para su exéresis previo pinzamiento,
seccion y ligadura del mesovérico (n=15).

Grupo 4 : Ratas DOCA ovariectomizadas y tratadas con apocinina (DOCA-
OVX+AP). Ratas tratadas con apocinina, un inhibidor de la actividad NADPH-
oxidasa, afiadida en una concentracién de 1,5 mmol en el agua de bebida previo
control de ingesta de agua (n=15).

Grupo 5: Ratas DOCA ovariectomizadas y sometidas a tratamiento
estrogénico (DOCA-OVX+E). Este tratamiento se realizé por la implantacién
subcutanea de pelets de 1,5 mg de 17B-estradiol y de liberacion lenta durante 60
dias (n=15).

Los protocolos experimentales se realizaron a las 10 semanas de la

nefrectomia y de comenzar los tratamientos en los diversos grupos.

2.2. Modelo de hipertensién SHR

Se utilizaron ratas hembras SHR de 10 semanas de vida y se distribuyeron

en los siguientes grupos:

Grupo 1: Ratas SHR intactas (n=15).

Grupo 2 : Ratas SHR ovariectomizadas (SHR-OVX)(n=15).

Grupo 3: Ratas SHR tratadas con apocinina (SHR+AP) (n=15).

Grupo 4: Ratas SHR ovariectomizadas tratadas con apocinina (SHR-
OVX+AP) (n=15).

Los protocolos experimentales se realizaron durante 8 semanas después de

la ovariectomia.
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3. MEDIDA DE LA PAS

En todas las ratas, tratadas o no, se estudio la evolucion de la PAS en
semanas alternas. Dicha presion se determind mediante Pletismografia en la arteria
de la cola (LE5002 Storage Pressure Meter, Letica Scientific Instruments,
Barcelona, Espafia). Antes de las determinaciones, las ratas se colocaron en una
jaula térmica (LE5610, Letica) durante 15 minutos a 28°C para conseguir una
dilatacion sutil de la arteria que facilitara la medida, asi como la tranquilidad del

animal. A cada animal se le hicieron entre 5y 6 medidas al dia.

4. REMODELADO DE LOS VASOS MIOCARDICOS

4.1. Técnica quirurgica

Las muestras se obtuvieron de animales anestesiados con una combinacion
de ketamina y pentotal administrada intramuscularmente.Bajo anestesia se rasur6
el abdomen y el térax. La PA previa de la rata se determind en la arteria carétida
mediante un transductor de presion conectado aun poligrafo (Lectomed Multi-Ttrace
2). La arteria carétida izquierda se canulo tras acceder al paquete vasculonervioso
del cuello y disecar dicha arteria. A continuacion, después de ligar distal y
proximalmente la arteria, se realizé una pequefia incision por la que se introdujeron
2 cm aproximadamente de un catéter de polietieno PE-90 adelgazado en el
extremo para facilitar su insercion, y se suturd el catéter a la arteria con lino 4-0.
Una vez obtenido un registro de la PA media, se obtuvo una muestra de plasma y
posteriormente se realizé una laparotomia media para realizar la extraccion del
intestino delgado para disecar las arterias mesentéricas y del rifién para el analisis
de actividad MDA y expresién de proteinas. Asi mismo se realizé la extraccion del

Utero para pesarlo posteriormente.

Después se realiz6 una toracotomia media y se mantuvieron separadas las
costillas con un separador Weitlander. Se expuso el corazén y se procedi6 a la
parada en diastole del mismo tras inyectar en el ventriculo izquierdo 1 ml de KCI
1M. En ese instante se rompio la auricula derecha y se inici6 la perfusion

retrograda. Esta se realizé con una bomba de infusibn Watson Marlon a través del
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catéter colocado en la carétida, a un ritmo de infusion que mantuvo la perfusion

aproximadamente a la PA media de la rata que medimos previamente.

Primero se infundié PBS (tampodn fosfato) durante 5 minutos, pasando a
continuacion a formaldehido al 10% en solucién salina durante 15 minutos. Los
liguidos sobrantes, PBS o formaldehido, se eliminaron por un sistema de aspiracion
acoplado a un grifo. Cuando finaliz6 la perfusién se extrajo el corazon y se separd
el ventriculo izquierdo del derecho, auricula izquierda y grandes vasos.
Posteriormente se introdujo el corazon en un frasco con formaldehido al 10% y se
guardo en refrigeracion durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se cambié la
disolucion de formaldehido por otra de cacodilato sddico 1M, que fue en la que se
conservl hasta su inclusion en historresina. El ventriculo izquierdo se cort6 en 8
secciones de aproximadamente 1 mm perpendiculares al eje base-vértice, de
manera que se toman los cortes impares y son esas cuatro secciones alternativas
las que se enviaron al Servicio de Apoyo a las Ciencias Experimentales (SACE)

para su inclusién en historresina.

4.2. Técnica de inclusion en historresina.

Las secciones extraidas de las cubetas de transporte y embebidas en

cacodilato sddico se sometieron al siguiente protocolo:

- Lavado con liquido lavador compuesto de cacodilato y sacarosa.

- Deshidratacion de las muestras en alcoholes a concentraciones crecientes de
50%, 70%, 90% y 100% durante 30 minutos.

- Infiltracion de las muestras con una solucibn compuesta de una parte de etanol al
95% vy otra parte de solucion de resina, que contiene 50 ml de resina béasica con 0,5
gr de activador.

- Realizacién de cada bloque, para ello se utilizan 15 ml de solucion de infiltracion y
1 ml de endurecedor recién preparado. Se llena un poco el molde, se orienta la
muestra, se etiqueta y se procede a terminar de rellenar el molde.

- Polimerizacién de los bloques a 4°C durante 14 horas.

- Corte de los blogues con un microtomo modelo LEICA RM 2155 con cuchillas de

carburo de tungsteno en secciones de 2 um de grosor.
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De cada bloque se obtuvieron 2 portas y en cada porta se colocan 3
secciones de la muestra obtenidas por el micrétomo. Uno de los portas se utilizé
para el analisis del remodelado vascular y el otro para el andlisis de la fibrosis

perivascular.

4.3. Andlisis de las alteraciones en la estructura de la tunica media.

La estructura de los vasos miocérdicos viene definida en la tinica media por
el area de la pared del vaso y por la relacion media/luz para que podamos describir
gué tipo de alteracién acontece. Para la descripcion de estos dos pardmetros, se
agruparon los vasos segun su diametro externo en tres grupos, tal y como hemos
desarrollado en trabajos previos de nuestro modelado experimental: vasos de
didmetro externo comprendido entre 50 y 100 um, vasos con diametro comprendido

entre 100 y 200 um y vasos de diametro superior a 200 pm.

Las secciones se tifieron con azul de toluidina al 1% durante 30 segundos a
60°C y a continuacidn se montaron los portas con un cubre y se sellaron con DPX.
El estudio se realizé a doble ciego. Los portas se observaron con un sistema de
captura de imagenes formado por un microscopio (Olympus Word Precision
Instruments, Sarasota EEUU) conectado a una camara digital (Cool Snap, RS
Photometrics, Roper Scientific Inc. Tucson, EEUU). De una de las tres secciones
gue contiene cada porta, se capturaron las imagenes y so6lo se consideran como
vélidas las de los vasos cuya relacion entre el diAmetro mayor y menor es menor de
1,3, asegurandonos asi que el corte es transversal al vaso y por tanto los grosores
de la pared no resultan de la oblicuidad del corte. Se utilizaron los objetivos de 25x
y 10x.

Las imagenes se analizaron con el programa Zeiss K300 3.0, con el que se
estudian los perimetros externo e interno del vaso y los diametros externo e interno
(cuatro medidas de cada uno). Los pardmetros determinados en cada vaso fueron

los siguientes (Figura Il1.1):

- El perimetro externo del vaso que se dibuja manualmente con el ratén.
- El perimetro interno del vaso dibujado manualmente con el ratén.
- El diametro externo y se obtiene el promedio de las cuatro medidas que se

realizan.
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- El diametro interno calculandose el promedio de las cuatro medidas.

Figura lll.1

Con estos datos el programa genera una hoja de célculo con los siguientes

parametros:

- Area de la luz

- Area de la pared: Calculada restando del area total del vaso el area de la
luz.

- Diametro externo e interno.

- Grosor de la pared: Calculado por diferencia entre las medias del diametro
externo y del diametro interno.

- Relacién pared/luz: Cociente entre el grosor de la pared y el diametro

interno.

Los datos obtenidos se ordenaron segun el diametro externo y en sentido
ascendente para clasificarlos en arteriolas de diametro externo de 50-100 pum, en
arterias de pequefio calibre de 100-200 um, y en arterias de mediano calibre, 200
um. Los vasos de diametro inferior a 50 um se descartan debido a la dificultad para

medirlos con precision.
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Una vez clasificados los vasos e identificados los portas, se realizé la media
aritmética de cada uno de los parametros determinados y para cada tamafio de
vasos de una misma rata. Estos datos se trasladan a otra hoja de calculo donde se

agrupan todas las ratas que pertenecen al mismo grupo.

4. 4. Alteraciones en la estructura de la tunica adv  enticia. Andalisis

morfométrico de la fibrosis.

De entre las alteraciones de la capa adventicia, medimos el grado de fibrosis
perivascular, y para ello se emple6 una técnica de tincidén especifica para colageno
a base de pricosirio (0,2% de rojo sirio en &cido picrico saturado y filtrado) segun el

siguiente procedimiento:

- Lavado de los portas con agua destilada.

-Tincion de las preparaciones. Debido a que la compactacion de la
historresina dificulta mucho la penetracion del tinte, se debe usar calor como
mordiente, para ello las preparaciones se ponen en camaras humedas sin tinte
durante una hora a 60°C para permeabilizarlas. A continuacién se sumergen
durante 2 horas en el pricosirio a 60°C.

- Lavado de las muestras durante 10 minutos a 60°C en agua acidulada a
pH 2 en agitacion.

- Lavado de los portas con agua destilada a temperatura ambiente con el fin
de eliminar el colorante sobrante.

- Tincién por inmersion con hematoxilina de Harris durante 1 minuto.

- Lavado con agua del grifo por inmersion hasta que el color rosa vira a
morado.

- Lavado con agua destilada vy, tras el secado, sellado con DPX y colocacién

de un cubre.

Para medir la fibrosis perivascular de una de las secciones de un porta se
grabaron las imagenes de 10 vasos. Una vez grabados se analizaron con el
programa Zeiss K300 a través de una plantilla de software o macro disefiado para
tal fin y se midi6 el perimetro interno del vaso y el &rea de la fibrosis tefiida con el
picrosirio (Figura 2). Con estas medidas, el programa obtiene una hoja de célculo

gque contiene el area vascular y el area de fibrosis perivascular. Esta informacion se
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traslado a una hoja de célculo para obtener el indice de fibrosis perivascular (IF),
definido por el area de fibrosis perivascular con respecto al area de la luz de dicho
vaso. Se identificaron los portas y, una vez agrupados los datos pertenecientes a
una misma rata, se calcul6 el valor promedio. Los datos asi obtenidos se
trasladaron a otra hoja de célculo donde se agruparon todas las ratas que

pertenecian a un mismo grupo.

Figura 1.2

5. MEDIDA DEL ESTRES OXIDATIVO POR LA CUANTIFICACIO N DE MDA
(Malondialdehido) MEDIANTE TBARS.

El estrés oxidativo es causado por la presencia de cualquiera de una serie
de especies reactivas del oxigeno (ROS), que la célula es incapaz de contrarrestar.
El resultado es un dafio a una o varias biomoléculas como el ADN, el ARN,
proteinas y lipidos.

La peroxidacion lipidica es un mecanismo bien definido de dafio celular en
los animales y plantas. Los peroxidos lipidicos son indicadores inestables de estrés
oxidativo en las células que se descomponen para formar compuestos mas
complejos y reactivos, como el malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE),
bioproductos naturales de la peroxidacion lipidica. La modificacion oxidativa de los
lipidos puede ser inducida in vitro por una amplia gama de agentes pro-oxidantes y
se presenta en vivo durante el envejecimiento y en ciertas enfermedades. La
medicién de los productos finales de la peroxidacion lipidica es uno de los ensayos

mas ampliamente aceptado para medir el dafio oxidativo. Estos productos
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aldehidicos secundarios de peroxidacion de lipidos son generalmente aceptados

como marcadores de estrés oxidativo.

La utilizacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) es un
ensayo bien establecido para la deteccién y seguimiento de la peroxidacién lipidica.
El MDA forma un aducto 1:2 con el &cido tiobarbitirico. El aducto MDA-TBA
formado a partir de la reaccién de la MDA en las muestras con TBA se puede medir

colorimétricamente o fluorometricamente.

El ensayo TBARS proporciona la informacion pertinente sobre la actividad
de los radicales libres y la medicién de las caracteristicas de muchos de los

compuestos antioxidantes.

Este kit de medicién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico es una

herramienta para la medicion cuantitativa directa del MDA en muestras biologicas.

5.1. Preparacion de las muestras

Para este ensayo se analizaron los rifiones obtenidos de cada una de las
ratas de los distintos grupos y las muestras de plasma. Todas las muestras deben
ser analizadas inmediatamente o almacenarlas a -80°C. En el caso de los rifiones
debido a que la hemoglobina interfiere con el ensayo, la sangre debe ser retirada de
la muestra de tejido por perfusion con PBS y heparina. Se suspenden de 50 a 10
mg/ml en PBS con antioxidante 1X BHT. A continuacion hay que homogeneizar la
muestra de tejido en hielo, centrifugar a 10000g durante 5 minutos y recoger el
sobrenadante. En este sobrenadante se puede medir ya directamente los niveles de
TBARS vy los resultados pueden ser normalizados en funcién de su concentracion

de proteina.

En el caso de las muestras de plasma para minimizar la interferencia de la
hemoglobina hay que preparar la muestra de plasma tan pronto como sea posible
después de extraer la sangre. Se le aflade 1X BHT a la muestra de plasma para
evitar su posterior oxidacion. Las muestras de plasma pueden ser analizadas

directamente sin ningun tratamiento posterior.
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5.2. Protocolo del andlisis

- Preparar y mezclar bien todos los reactivos antes de su uso. Cada muestra
de MDAy el estandar deben ser analizados por duplicado.

- Afadir 100 ul de las muestras a los tubos de microcentrifuga al igual que
los estandar.

- Afadir 100 ul de la solucion de lisis SDS tanto a las muestras como a lo
estandar. Mezclar bien e incubar las muestras durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

- Anadir 250 pl del reactivo TBA a cada muestra.

- Cerrar los tubos e incubar a 95°C durante 45-60 minutos.

- Enfriar los tubos a temperatura ambiente en hielo durante 5 minutos.

- Centrifugar todos los tubos a 3000 rpm durante 15 minutos. Eliminar el
sobrenadante de las muestras para su posterior analisis.

- Medicion espectrofotométrica: Se transfieren 200 pl de los estandar de
MDA y las muestras a una microplaca de 96 pozos compatible con un lector de

placas espectrofotométrico. Las muestras se leen a una absorbancia de 532 nm.

6. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA NADPH OXIDASA VASCULAR EN LECHO
MESENTERICO

La quimioluminiscencia (QL) se define como la emisiébn de radiacion
electromagnética, normalmente en la region del visible o infrarrojo cercano,
producida por una reaccion quimica. Para que se dé la QL es necesario que la
reaccion produzca un exceso de energia, lo cual es bastante frecuente en
reacciones redox. En nuestro caso medimos la formacién de -O, a partir de la
NADPH oxidasa vascular en muestras de lecho mesentérico ultracongelado y

machacado.

Los reactivos utilizados son:

- Solucién Krebs-HEPES preparada a diario ajustada a pH 7,4.

- Lucigenina (Nitrato de bis-N-acridinio, Sigma-Aldrich, Alemania) 10-4 M en
Krebs-HEPES preparada a diario y mantenida en la cAmara a 37°C tapada de la
luz.

- NADPH (Sigma-Aldrich Steinheim, Alemania).
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Una de las ventajas mas importantes de la QL como técnica analitica es la
simplicidad de la instrumentacion, que incluye como componentes principales un
lumindmetro (Luminoskam TL plus, Thermo Fisher Scientific, Nueva York), una
pistola Hamilton (Hamilton et Co., Reno, Nevada) y un sistema de registro de datos,

en nuestro caso, una impresora convencional.

En nuestro ensayo, el luminébmetro se introdujo en una cdmara térmica para
mantenerlo a 37°C, asi como también para controlar la temperatura interior en el
compartimento de la mezcla de reactivo y la muestra, ademas del aislamiento de la

luz externa.

Las muestras se machacaron con N, liquido y se dispusieron en tubos de
medida previamente rotulados con el peso y se resuspendieron con 180 pul de
Krebs-HEPES y 20 pl de inhibidor de proteasas. Se sonicaron manteniéndolos en
hielo en 3 pulsos de 10 s cada uno, se les afiadié 700 pl de Krebs-HEPES a 37 °C y
se mantuvieron en el bafio a 37°C durante 1 min. Se introdujeron los tubos en el

luminémetro y de midioé la produccién de fondo de -O,” o background.

Se afadieron 50 pl de solucion de lucigenina y se midié entonces el basal
durante 5 min. Una vez transcurridos, se dispararon los 50 pl de NADPH y se midio
la produccion de -O,” durante 5 min. En las técnicas de QL, una vez mezclados los
reactivos y la muestra comienza la reaccion quimioluminiscente y la intensidad de la
emisién que se esta produciendo, disminuye una vez que los reactantes se han
agotado. Esto supone que el caracter de la emisibn quimioluminiscente es
transitorio, y que la escala de tiempo depende de la reaccidén en cuestion, que va de
un corto flash a una emisién continua muy baja. En nuestro ensayo tomamos como
periodo de captacibn 5 min porque a partir de los cuales se pierde la sefal

luminosa.

Posteriormente, se metieron los tubos en una estufa a 37°C durante toda la
noche para que se deshidratasen y se pudiese medir el peso seco de la muestra
por diferencia de peso del tubo con respecto al peso inicial. Los datos se

presentaron por cuentas/min.mg tejido seco.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los grupos experimentales se ha presentado el valor medio + el
error estandar de cada variable. Las diferencias en funcion del tiempo o del efecto
de las drogas empleadas entre los valores medios de la presion arterial sistdlica,
dentro de un mismo grupo o de distintos grupos experimentales, se analizaron por
un analisis de varianza doble para medidas repetidas, seguido de un test de Fisher.
Las diferencias de valores medios del resto de variables estudiadas entre los
distintos grupos experimentales se analizaron mediante un analisis de la varianza
totalmente randomizado, seguido de un test de Fisher. La diferencia entre las
medias de todas las variables estudiadas se considera estadisticamente

significativa tras el analisis estadistico cuando, al menos, P< 0,05.
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1. Modelo de hipertension DOCA

Para realizar este estudio hemos analizado en cada grupo la evolucion de la
PAS durante 10 semanas, la variacion del peso corporal, el peso del utero, la
participacién del estrés oxidativo mediante la medicion del MDA, la estructura de la
pared de los vasos miocéardicos y el efecto de la apocinina sobre la presién arterial

sistélica y el remodelado vascular.

1.1. Comparacion del peso del tutero entre DOCAyD OCA-OVX

Para comprobar que la ovariectomia habia sido eficaz, al concluir los
experimentos se diseccionaron los Uteros de los animales y se pesaron (Figura
IV.1). Como se puede comprobar en la gréafica existe una diferencia significativa
(P<0,001) entre el peso de los Uteros de ratas DOCA (349,91 + 19,26 mgr) y ratas
DOCA-OVX (70,8 + 1,8 mgr).
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Figura IV.1. Representacion grafica de los valores medios del peso del Gtero y sus
errores estandares de ratas DOCA (n=8) y DOCA-OVX ( n=7).

1.2. Incremento del peso corporal de DOCAy DOCA-OV X

La ovariectomia produce una diferencia significativa (P<0,05) entre el
incremento de peso corporal de ratas DOCA y DOCA-OVX (Figura 1V.2)
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obteniendo un valor para los animales del grupo DOCA de 108,81 + 9,12 gr y un

incremento de peso de 139,36 +10,98 gr para los animales del grupo DOCA-OVX.
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Figura 1V.2. Representacion grafica de los valores medios del incremento de los
pesos corporales de ratas DOCA (n=11) y DOCA-OVX (n  =10).

1.3. Niveles de Malondialdehido (MDA)

Al medir los valores de MDA mediante los TBARS en rifiones de animales
DOCA y DOCA-OVX se obtuvo un aumento significativo (P<0,05) en estas Ultimas
(Figura 1V.3). Los valores obtenidos fueron de 3,30 + 0,85 nmol/100 mgr de
proteina para los animales del grupo DOCA 'y 6,08 + 0,62 nmol/100 mgr de proteina
para el grupo DOCA-OVX.
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nmol/100mg

DOCA DOCA-OVX

* P< 0,05 vs DOCA

Figura IV.3. Representacion grafica de los valores medios del MDA y sus errores
estandares en rifion de ratas DOCA (n=8) y DOCA-OVX (n=8) expresado en nmoles
por 100 mgr de proteina.

No se obtuvieron resultados significativos al realizar este ensayo en las
muestras de plasma al comparar ratas DOCA y DOCA-OVX, aunque si existieron
diferencias significativas (P<0,01) entre estos dos grupos y un grupo de ratas

hembras SD intactas (Figura I1V.4).

micromoles

DOCA DOCA-OVX

#P<0,01 vs SD

Figura IV.4. Representaciéon grafica de los valores medios del MDA y sus errores
estandares en plasma de ratas DOCA (n=8), DOCA-OVX (n=8) y SD (n=7) expresado en
micromoles.
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1.4. Presion arterial sistolica (PAS)

Hemos estudiado la evolucion de la PAS por medio de su medida quincenal
a lo largo de 10 semanas de experimentacion. Los valores basales para cada uno
de los grupos fueron los siguientes: 112,8 + 2,97 mm de Hg para el grupo de ratas
hembra DOCA, 112,9 + 3,1 mm de Hg para el grupo DOCA-OVX, 112,5 + 2,6 mm
de Hg para el grupo DOCA-OVX tratado con apocinina (DOCA-OVX+AP) y 116,8 +
2,5 mm de Hg para el grupo de ratas DOCA-OVX tratadas con 17(3-estradiol
(DOCA-OVX+E).

Como podemos observar en la siguiente gréfica (Figura IV.5) la PAS en las
ratas DOCA-OVX empieza a diferenciarse respecto a las DOCA desde la primera
semana, llegando a alcanzar una diferencia de 30 mm de Hg en la Ultima semana
del tratamiento, con una PAS final para el grupo DOCA de 172,0 + 6,3 mm de Hg y
de 200,9 + 7,1 mm de Hg para las ratas del grupo DOCA-OVX.

Las diferencias de la PAS entre animales DOCA y DOCA-OVX son

significativas desde la tercera semana de experimentacion.
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[b<0,001 vs DOCA

Figura IV.5. Representacion grafica de los valores medios y errores estandares de la
PAS en los grupos DOCA (n=14), DOCA-OVX (n=12).
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El tratamiento con apocinina (Figura IV.6) atenud el incremento de la PAS
presente en las ratas DOCA ovariectomizadas manifestando estos animales
tratados con apocinina una PAS final de 176,4 + 3,1 mm de Hg, llegando a alcanzar
estos animales, tratados con apocinina, valores de PAS finales similares a los

animales del grupo DOCA.
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% P<0,01 vs DOCA-OVX+Apocinina

Figura IV.6. Representacion grafica de los valores medios y errores estandares de la
PAS en los grupos DOCA (n=14), DOCA-OVX (n=12) y DO CA-OVX+AP (n=12).

El tratamiento con estradiol (Figura IV.7) también atenud el incremento de la
PAS sufrido por las ratas DOCA-OVX al igual que la apocinina, mostrando también
diferencias significativas desde la tercera semana y alcanzando al final una PAS
del76,6 + 2,8 mm de Hg similar a la de las ratas DOCA. Los valores de la PAS de
las DOCA-OVX+E siguen una evolucién practicamente en paralelo a las ratas

DOCA.
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Figura IV.7. Representacion grafica de los valores medios y errores estandares de la
PAS en los grupos DOCA (n=14), DOCA-OVX (n=12) y DO CA-OVX+E (n=11).

1.5. Estructura de la pared de los vasos miocardico s

Para realizar este estudio analizamos las alteraciones presentes en la tanica

media y en la tunica adventicia.

1.5.1. Alteraciones en la tanica media y efecto del tratamiento

con apocinina

La caracterizacion del remodelado vascular se llevo a cabo mediante
el estudio comparativo entre ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-OVX+AP.

En arteriolas miocardicas de diametro externo comprendido entre 50 y 100

Km se obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 1V.8. Representacion grafica de los valores medios del area de la pared y sus
errores estandares en vasos miocardicos de 50 a 100 pm de ratas DOCA (n=9), DOCA-
OVX (n=9) y DOCA-OVX+AP (n=11).

En las arteriolas miocéardicas de este tamafio no se observan diferencias
significativas en los valores del area de la pared (Figura IV.8) entre el grupo de
ratas DOCA (2083,15 + 89,81 pm?), ratas DOCA-OVX (2271,67 + 111,98 um?) y el
grupo DOCA-OVX+AP (2145,22 + 169,11 pm?).

0,7 1 Vasos 50-100 pm
0,6 1 *

05 1
0,4 1
03 1

0,2 1

Relacion pared/luz

0,1 1

0,0 -
DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+A

% P <0,05vs DOCA

# P < 0,05 vs DOCA-OVX

Figura IV.9. Representacion grafica de la relacion pared/luz asi como sus errores
estdndares en vasos miocéardicos de 50 a 100 pm de ratas DOCA (n=9), DOCA-OVX
(n=9) y DOCA-OVX+AP (n=11).

En cambio si que obtenemos diferencias en cuanto a la relacion pared/luz

(Figura 1V.9). Tal y como se aprecia en el gréfico superior, existen diferencias
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significativas (P<0,05) en la relacion pared/luz entre animales DOCA (0,41 + 0,04) y
DOCA-OVX (0,54+0,03) y entre animales ovariectomizados y tratados con
apocinina (0,42 + 0,05).

En los vasos de diametro externo comprendido entre 100 y 200 pm
obtenemos resultados significativos tanto en los valores del area de la pared como

en la relacion pared/luz.

12000 7 Vasos 100-200 pm

~—~ 10000 1 *
N

8000 A
6000 A

4000 1

Area de la pared ( um

2000 A

DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+A

* P <0,05vs DOCA
# P < 0,05 vs DOCA-OVX

Figura 1V.10. Representacién gréafica de los valores medios del area de la pared con
sus errores estandares en vasos miocardicos de 100 a 200 pm en ratas DOCA (n=9),
DOCA-OVX (n=9) y DOCA-OVX+AP (n=11).

Al analizar los datos obtenidos para el area de la pared (Figura 1V.10) se
aprecia que al comparar el area de la pared de ratas DOCA (6538,13 + 294,24 um?)
y DOCA-OVX (8990,69 + 656,32 pm®) estas Ultimas presentan un aumento

estadisticamente significativo para este dato (P<0,05).

Por otro lado también se obtiene una disminucion significativa (P<0,05) del
area de la pared de ratas DOCA-OVX+AP (6581,23 + 318,41 pm?) respecto al area
de las DOCA-OVX, alcanzando los animales tratados valores proximos a los
animales DOCA.
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Asimismo, obtuvimos diferencias significativas (P<0,05) para la relacion
pared/luz (Figura IV.11) entre animales DOCA (0,38 + 0,03) y DOCA-OVX (0,55 +
0,03) y una disminucion de la relacion pared/luz de las ratas tratadas con apocinina

(0,37 + 0,02) respecto de las ovariectomizadas.
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©
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©
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DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+A
% P <0,05vs DOCA
# P < 0,05 vs DOCA-OVX
Figura IV.11. Representacién gréafica de la relacién pared/luz con sus errores

estandares en vasos miocardicos de 100 a 200 um en ratas DOCA (n=9), DOCA-OVX
(n=9) y DOCA-OVX+AP (n=11).

En los vasos miocéardicos de diametro externo superior a 200 ym no se
obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los dos parametros estudiados

tal y como se muestra en la siguientes gréaficas.

35000 - Vasos mas de 200 pm

30000 A
25000 A
20000 A
15000 A

10000 A

Area de la pared ( pm?)

5000 A

0 4

DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+A

Figura 1V.12. Representacién grafica de los valores medios del area de la pared con
sus errores estandares en vasos miocardicos con un didmetro superiores a 200 pm
en ratas DOCA (n=9), DOCA-OVX (n=9) y DOCA-OVX+AP ( n=11).
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Para los animales pertenecientes al grupo DOCA se obtuvieron valores para
el area de la pared de 26752,06 + 2411,73 um?, en el grupo DOCA-OVX los valores
fueron de23281,56 + 1550,91 um?y en las tratadas con apocinina la media del area

de la pared fue de 23142,18 + 938,26 pm? (Figura IV.12).
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DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+A
Figura 1V.13. Representacion grafica de la relacion pared/luz con sus errores
estandares en vasos miocardicos de didametro externo superior a 200 um en ratas

DOCA (n=9), DOCA-OVX (n=9) y DOCA-OVX+AP (n=11).

Para la relacién pared/ luz se obtuvo un valor medio de 0,32 + 0,02 para los
animales del grupo DOCA, 0,35 + 0,03 para las DOCA-OVX y valores medios de
0,34 + 0,02 para las DOCA-OVX+AP (Figura I1V.13).

1.5.2. Alteraciones en la tinica media y efectos de | estradiol
En el grupo de animales tratados con 17B-estradiol no se obtuvieron

diferencias significativas en el valor del area de la pared en ninguno de los casos tal

y como se muestra en la figura 1V.14.
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NS vs grupos DOCA

Figura IV.14 Representacion grafica de los valores medios del area de la pared con
sus errores estandares en vasos miocardicos de 50 a 100 pm, de 100 a 200 uym y con
un didmetro superior a 200 pm en ratas DOCA (n=9), DOCA-OVX (n=9) y DOCA-OVX+E
(n=11).

En el grupo de animales tratados con 17(3-estradiol (Figura IV.15) se obtuvo
una reduccioén significativa (P<0,01) en los valores de la relacién pared/luz para los
vasos miocardicos de tamafio entre 50 y 100 um con unos valores medios para la
relacion pared/luz de 0,40 * 0,03 y para los vasos de diametro externo comprendido

entre 100 y 200 um con una media de la relacién pared/luz de 0,34 * 0,02.
En los vasos miocardicos de diametro externo superior a 200 pm, el

tratamiento con 17B-estradiol no produjo resultados significativos siendo los valores

medios de la relacion pared/luz para este grupo de 0,28 + 0,02.
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NS: OVX+E vs DOCA * P< 0,01 OVX+E vs OVX
Figura IV.15. Representacién gréafica de la relacién pared/luz con sus errores
estandares en vasos miocardicos de diametro externo superior entre 50 y 100 pm,

100 y 200 pm y méas 200 pm en ratas DOCA-OVX (n=9) y DOCA-OVX+E (n=11).

1.5.3. Alteraciones de la tUnica adventicia

El analisis de los datos (Figura 1V.16) indica que los vasos miocérdicos en el
grupo de hembras ovariectomizadas tratadas con apocinina (0,34 + 0,04) y en el
grupo tratado con estradiol (0,33 + 0,03) desarrollan un grado de fibrosis
significativamente menor que la fibrosis perivascular observada en los vasos de las
ratas ovariectomizadas sin tratamiento (0,61 + 0,01), no siendo por tanto
significativamente distinto de la fibrosis observada en los vasos del grupo de ratas
intactas (0,39 + 0,03).
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Fibrosis Perivascular

DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+A DOCA-OVX+E

+% P <0,001vs DOCA

# P < 0,001 vs DOCA-OVX

Figura 1V.16. Representacion gréafica de los valores medios del IF perivascular en los
grupos de ratas DOCA (n=10), DOCA-OVX (n=8), DOCA-O VX+AP (n=8) y DOCA-OVX+E
(n=6).
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2. Modelo de hipertension SHR

Para realizar este estudio utilizamos hembras SHR de 10 semanas y hemos
analizado en cada grupo la evolucién de la PAS durante 8 semanas, la variacion del
peso corporal, el peso del utero, la actividad NADPH-oxidasa, la estructura de la

pared de los vasos miocardicos y el efecto del tratamiento con apocinina.

2.1. Comparacion del peso del utero entre SHRy SH R-OVX

Al igual que con los animales DOCA para comprobar que la ovariectomia
habia sido eficaz, al concluir los experimentos se extrajeron los uteros de los

animales y se pesaron (Figura IV.17).

350
300 A
250 H
200 A
150 A

100 H

Peso atero (miligramos)

50

SHR SHR-OVX
# P<0,001vs SHR

Figura IV.17. Representacién grafica de los valores medios del peso del Gtero y sus
errores estandares de ratas SHR (n=5) y SHR-OVX (nh= 5).

Como se puede comprobar en la grafica existe una diferencia significativa
(p<0,001) entre el peso de los uteros de ratas SHR (291,42 + 27,57 mgr) y ratas
SHR-OVX (57,28 + 11,86 mgr).
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2.2. Incremento del peso corporal de SHR y SHR-OVX

La ovariectomia produjo un aumento significativo (P<0,05) del peso corporal
de las SHR-OVX en comparacion con las SHR intactas. Las SHR-OVX tuvieron un
incremento medio de su peso de 82,83 + 10,76 gr y las SHR aumentaron su peso
en 45,13 + 8,91 gr (Figura 1V.18).
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% P<0.05 SHR-OVX vs SHR

Figura 1V.18. Representacién grafica de los valores medios de los incrementos de
pesos corporales de ratas SHR (n=6) y SHR-OVX (n=6)

2.3. Actividad de la NADPH oxidasa vascular enlec  ho mesentérico.

La actividad maxima de la enzima NADPH oxidasa vascular de los vasos
mesenteéricos en el grupo de ratas ovariectomizadas tiene un valor mayor que en
los vasos mesentéricos de ratas intactas siendo la diferencia significativa (P<0,05).
El valor numérico (Figura 1V.19) nos da 4711 + 468 cuentas/min.mg tejido seco en
las SHR y 9847 + 1635 cuentas/min.mg tejido seco en los vasos del lecho
mesentérico de las SHR-OVX.
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Figura 1V.19. Actividad maxima de la enzima NADPH o xidasa vascular a partir de
extracto de lecho mesentérico de ratas SHR (n=10)y = SHR-OVX (n=13).

2.4. Presion arterial sistolica

En este grupo se estudid la evolucion de la PAS a través de su medida
periodica durante las 8 semanas de experimentacién. Los valores basales
obtenidos para cada uno de los grupos fueron de 155,28 + 2,84 mm de Hg para las
ratas SHR, 150,59 + 2,21 mm de Hg para los animales SHR-OVX y por ultimo
presiones de 153,20 + 4,63 mm de Hg para los animales tratados con apocinina
SHR-OVX+AP.

Tal y como se representa en la gréfica (Figura IV.20) la PAS en las ratas
SHR-OVX empieza a diferenciarse respecto a las intactas a partir de la segunda
semana. En la uUltima semana de experimentacion se obtuvieron diferencias de 11
mm de Hg entre ambas. Los valores de la PAS final fueron de 163,68 + 1,29 mm de
Hg para el grupo SHR, 174,93 + 1,76 mm de Hg para los animales SHR-OVX y
165,22 + 1,27 mm de Hg para las SHR-OVX+AP (Figura IV.21)
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Figura 1V.20. Representacion grafica de los valores  medios y errores estandares de la
PAS en los grupos SHR (n=12), SHR-OVX (n=11) y SHR- OVX+AP (n=11).

190 - -l SHR
-@- SHR-OVX
W/ SHR-OVX+Apocinina

180 -

170 1

160 -

150 1

Presion arterial sistolica (mmHg)

140 T T r r r
0 2 4 6 8
Semanas
# P< 0,01 vs SHR-OVX+Apocinina

Figura IV.21. Representacion grafica de los valores ~ medios y errores estandares de la
PAS en los grupos SHR (n=12), SHR-OVX (n=11) y SHR- OVX+AP (n=11).

Los animales tratados con apocinina tuvieron una evolucién de la PAS
paralela a los animales SHR, estando sus valores por debajo de los valores medios
de la PAS de las SHR (Figura 1V.21).

109



IV. RESULTADOS

2.5. Estructura de la pared de los vasos miocéardico s

En este estudio comparativo se midieron las alteraciones presentes en la
tunica media y adventicia de los animales SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+AP.

2.5.1. Alteraciones en la tunica media y efecto del tratamiento

con apocinina.

En arteriolas miocéardicas de diametro externo comprendido entre 50

y 100 pm los resultados fueron los siguientes:

2500 - Vasos 50-100 pm

*

2000 A

1500 A

1000 A

Area de la pared ( pmz)

a

o

o
n

SHR SHR-OVX SHR-OVX+Apo

* P<0.01vs SHR
# P<0.05vs SHR-OVX

Figura IV.22. Representacion grafica de los valores  medios del area de la pared y sus
errores estandares en vasos miocardicos de 50 a 100  um de ratas SHR (n=9), SHR-
OVX (n=11) y SHR-OVX+AP (n=12)

En las arteriolas miocardicas de este tamafio se observan aumentos
significativos (P<0,01) en los valores del area de la pared (Figura 1V.22) entre ratas
SHR (1208,19 + 86,49 um2) y ratas SHR-OVX (1961,35 + 169,05 um2). Asi mismo
se obtuvo una reduccion significativa (P<0,05) entre los animales tratados con
apocinina (1280,54 + 121,30 um2) y los animales SHR-OVX.
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Vasos 50-100 pm

0,6 1 *

Relacion pared/luz

SHR SHR-OVX SHR-OVX+Apo

* P<0.01vs SHR
## P<0.01 vs SHR-OVX

Figura IV.23. Representacion grafica de la relacion  pared/luz asi como sus errores
estandares en vasos miocéardicos de 50 a 100  pm de ratas SHR (n=9), SHR-OVX (n=11)
y SHR-OVX+AP (n=12).

Del mismo modo también se obtuvieron diferencias significativas (Figura
IV.23) al comparar los valores de la relacion pared/luz para los vasos de este

tamarnio.

Los animales del grupo SHR-OVX presentan un aumento significativo
(P<0,01) de la relacién pared/luz (0,47 + 0,05) con respecto a los animales del
grupo SHR (0,23 + 0,02). También se obtuvieron diferencias significativas (P<0,01)
entre las SHR-OVX y las SHR-OVX+AP (0,24 + 0,02).

En los vasos de diametro externo comprendido entre 100 y 200 pm

obtenemos resultados significativos tanto en los valores del area de la pared como

en la relacién pared/luz.
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% P<0.01vs SHR
# P<0.05vs SHR-OVX

Figura IV.24. Representacion grafica de los valores  medios del area de la pared con
sus errores estandares en vasos miocardicos de 100 a 200 pm en ratas SHR (n=9),
SHR-OVX (n=11) y SHR-OVX+AP (n=12).

Los animales del grupo SHR-OVX presentaron un aumento significativo
(P<0,01) del &rea de la pared alcanzado un valor medio de 6500,85 + 480,99 pm?
con respecto a los animales del grupo SHR que tuvieron unos valores medios del
area de la pared de 4132,09 + 251,35 um®. El tratamiento con apocinina atenud
este aumento del area de la pared observado en los animales ovariectomizados
(P<0,05) dando valores de 5603,71 + 358,33 um? (Figura 1V.24).
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* P<0.01vs SHR
# # P<0.01 vs SHR-OVX

Figura IV.25. Representacion gréafica de la relacion  pared/luz con sus errores
estandares en vasos miocéardicos de 100 a 200 pm en ratas SHR (n=9), SHR-OVX
(n=11) y SHR-OVX+AP (n=12)
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Asimismo, obtuvimos diferencias significativas (P<0,01) para la relacion
pared/luz (Figura IV.25) entre animales SHR (0,21 + 0,01) y SHR-OVX (0,38 + 0,04)
y una disminucion significativa de la relacion pared/luz de las ratas tratadas con

apocinina (0,22 + 0,02) respecto de las ovariectomizadas.

En los vasos miocéardicos de diametro externo superior a 200 ym no se
obtuvieron resultados relevantes para ninguno de los dos parametros estudiados tal

y como se muestra en la siguientes graficas (Figuras 1V.26 y IV.27).

40000 1 Vasos méas de 200 pm
—
N
£ 30000 1
3
Z
©
g
S 20000 4
)
[¢3]
©
© 10000 {
o
R
0 -
SHR SHR-OVX

SHR-OVX
+Apocinina

Figura IV.26. Representacion gréafica de los valores  medios del area de la pared con

sus errores estandares en vasos miocardicos con un didmetro superiorer a 200 pm
en ratas SHR (n=9), SHR-OVX (n=11) y SHR-OVX+AP (n= 12).
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Figura IV.27. Representacion gréafica de la relacion  pared/luz con sus errores
estandares en vasos miocéardicos de diametro externo superior a 200 pm en ratas
SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+AP.

2.5.2. Alteraciones de la tunica adventicia.

El andlisis de los datos (Figura 1V.28) indica que los vasos de los
animales tratados con apocinina desarrollan un grado de fibrosis (0,37 + 0,07)
significativamente menor (P<0,01) que la fibrosis perivascular presente en los
animales del grupo SHR-OVX.(0,7 + 0,08) También se observé un grado de fibrosis
significativamente mayor (P<0,01) entre los animales ovariectomizados y los

pertenecientes al grupo SHR (0,3 + 0,03).

Fibrosis perivascular

SHR SHR-OVX SHR-OVX
+ APOCININA

% P<0.001vs SHR
# P<0.001 vs SHR-OVX

Figura 1V.28. Representacion grafica de los valores  medios del IF perivascular en los
grupos de ratas SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+AP.
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1. Modelo de hipertension DOCA

1.1 Comparacion del peso del utero entre DOCAy DOC  A-OVX
Tabla V.1. Valores medios del peso del Gtero en miligramos y errores
estandar en ratas DOCA y DOCA-OVX. O vs DOCA (P<0,001).

PESO UTERO DOCA DOCA-OVX
MEDIA 349,91 70,8001
ERROR ESTANDAR 19,26 1,80

1.2 Incremento del peso corporal de DOCA y DOCA-OVX
Tabla V.2. Valores medios del incremento de los pesos corporales en
gramos y errores estandar en ratas DOCA y DOCA-OVX. Ovs DOCA (P<0,05)

INCREMENTO PESO CORPORAL DOCA DOCA-OVX
MEDIA 108,81 139,360
ERROR 9,12 10,98

1.3 Niveles de Malondialdehido (MDA)

Tabla V.3. Valores medios del MDA y sus errores estdndar expresados en
nmol/100 gr de proteina en rifiones de ratas DOCA y DOCA-OVX. Ovs DOCA
(P<0,05).

MDA RINON DOCA DOCA-OVX
Media 3,30 6,08[1
Error 0,85 0,62
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Tabla V.4 Valores medios del MDA y sus errores estandar en plasma de
ratas SD, DOCA y DOCA-OVX. Ovs SD (P<0,01).

MDA PLASMA SD DOCA DOCA-OVX
Media 1,33 3,510 4,020
Error 0,36 1,02 1,52

1.4 Presion arterial sistdlica.

Tabla V.5. Efecto de la ovariectomia y del tratamiento con apocininay 17[(3-
estradiol sobre la evolucion de la presion arterial sistolica en ratas DOCA. JOVX vs
DOCA (P<0,001), # vs DOCA-OVX+Apocinina y DOCA-OVX+Estradiol (P<0,01).

PRESION ARTERIAL SISTOLICA Basal Semana 1 Semana 3 Semana 5 Semana 7 Semana 9
DOCA 112,8+2,97 121,5+2,64 137,1+1,41  145+4,41  150,0+6,5 172+6,3
DOCA-OVX 112,9+3,1  128,5+2,5 157,7+3,4[# 173,4+8,2[# 188,7+4,5[# 200,9+7,1[#
DOCA-OVX+AP 112,5+2,6  135,7+0,9  145,1+2,2  152,2+8,3  162,1+4,1  176,4+3,1
DOCA-OVX+E 116,8+2,5 124,9+2,3  141,8+3,5 153,3+3,5 157,3+3,1  176,6+2,8

1.5 Estructura de la pared de los vasos miocéardicos

1.5.1 Alteraciones en la tinica media y efecto de | tratamiento
con apocinina.
Tabla V.6. Valores medios del area de la pared y sus errores estandar en
vasos miocéardicos de 50 a 100 uym de ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-
OVX+Apocinina.

AREA PARED DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP
Media 2083,15 2271,68 2145,23
Error 89,82 111,99 169,12
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Tabla V.7. Relacién pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos de 50 a
100 pm de ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-OVX+Apocinina.

RELACION PARED/LUZ DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP
Media 0,41 0,55 0,42
Error 0,04 0,03 0,05

Tabla V.8. Valores medios del area de la pared y sus errores estandar en
vasos miocardicos de 100 a 200 um de ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-
OVX+Apocinina. [vs DOCA (P<0,05), # vs DOCA (P<0,05).

AREA PARED DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP
Media 6538,14 8990,690] 6581,23#
Error 294,25 656,32 318,41

Tabla V.9. Relacion pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos
de 100 a 200 um de ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-OVX+Apocinina. [Ovs
DOCA, # vs DOCA (P<0,05).

RELACION PARED/LUZ DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP
Media 0,39 0,550 0,38#
Error 0,04 0,03 0,02
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Tabla V.10. Valores medios del area de la pared con sus errores estandar
en vasos miocardicos de mas de 200 um en ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-
OVX+Apocinina.

AREA PARED DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP
Media 26752,07 23281,56 23142,18
Error 2411,73 1550,92 938,27

Tabla V.11. Relacién pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos
de més de 200 um en ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-OVX+Apocinina.

RELACION PARED/LUZ DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP
Media 0,32 0,35 0,34
Error 0,02 0,03 0,02

1.5.2. Alteraciones en la tanica media y efecto del tratamiento
con estradiol.
Tabla V.11. Valores medios del area de la pared con sus errores estandar
en ratas DOCA, DOCA-OVX y DOCA-OVX+Estradiol en vasos miocardicos de 50 a
100 pm, de 100 a 200 pm y mayores de 200 pm.

AREA DE LA PARED |.1m2 DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+E
50-100 pm 2083 +90 2271 +111 2095 + 383
100-200 pm 6538 + 294 8990 + 656 6966 + 1700

200 pum 26752 + 2411 23281 + 1550 21575 + 4480
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Tabla V.12. Relacién pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos
de 50 a 100 pm, de 100 a 200 pm y mayores de 200 um en ratas DOCA, DOCA-
OVX 'y DOCA-OVX+Estradiol. Ovs DOCA-OVX (P<0,01)

AREA DE LA PARED pim’ DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+E
50-100 pm 2083 + 90 2271+ 111 2095 + 3830
100-200 pm 6538 + 294 8990 + 656 6966 + 170001
200 pm 26752 + 2411 23281 + 1550 21575 + 44800

1.5.3 Alteraciones de la tunica adventicia
Tabla V.13. Valores medios del indice de fibrosis perivascular y sus errores
estdndar en ratas DOCA, DOCA-OVX, DOCA-OVX+Apocinina y DOCA-
OVX+Estradiol. Ovs DOCA (P<0,001), # vs DOCA-OVX (P<0,001).

IF PERIVASCULAR DOCA DOCA-OVX DOCA-OVX+AP DOCA-OVX+E
Media 0,39 0,6001 0,34# 0,33#
Error 0,03 0,01 0,04 0,03
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2. Modelo de hipertension SHR

2.1 Comparacion del peso del dtero entre SHRy SHR  -OVX.
Tabla V.14. Valores medios del peso del Utero en miligramos y errores
estandar en ratas SHR y SHR-OVX. [0 vs SHR (P<0,001).

PESO UTERO SHR SHR-OVX
MEDIA 291,42 57,2801
ERROR 27,58 11,86

2.2 Incremento del peso corporal de SHR y SHR-OVX.
Tabla V.15. Valores medios del incremento de los pesos corporales en
gramos y errores estandar en ratas SHR y SHR-OVX. [Ovs SHR (P<0,05)

INCREMENTO PESO CORPORAL SHR SHR-OVX
MEDIA 45,13 82,830
ERROR 8,91 10,76

2.3 Actividad de la NADPH oxidasa vascular en el le  cho mesentérico.

Tabla V.16. Valores medios y sus errores estandar de la actividad maxima
de la enzima NADPH oxidasa vascular (cuentas/min.mgr de tejido seco) a partir de
extracto de lecho mesentérico de ratas SHR y SHR-OVX. Ovs SHR (P<0,05).

ACTIVIDAD NADPH OXIDASA SHR SHR-OVX
Media 4711 984701
Error 468 1635
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2.4 Presion arterial sistolica.

Tabla V.17. Efecto de la ovariectomia y del tratamiento con apocinina sobre
la evolucion de la presion arterial sistélica en ratas SHR. Ovs SHR (P<0,01), # vs
SHR-OVX+Apocinina (P<0,01).

PRESION ARTERIAL SISTOLICA Basal Semana 2 Semana 4 Semana 6 Semana 8
SHR 155,28+2,85 162,37+2,03 164,62+1,48 165,62+1,38 163,68+1,29
SHR-OVX 150,59+2,29 164,64+2,21  183,24+2,29[# 181,01+1,61[# 174,93+1,76[}
SHR-OVX+AP 153,10+4,63 157,40+2,79 159,36+1,70 160,26+2,14 165,22+1,28

2.5 Estructura de la pared de los vasos miocardicos

2.5.1. Alteraciones en la tinica media y efecto d el tratamiento
con apocinina.
Tabla V.18. Valores medios del area de la pared y sus errores estandar en
vasos miocardicos de 50 a 100 pm de ratas SHR, SHR-OVX y SHR-
OVX+Apocinina. O vs SHR (P<0,01), # vs SHR-OVX (P<0,05).

AREA PARED SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 1.208,19 1961,350] 1280,54#
Error 86,50 169,05 121,30
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Tabla V.19. Relacién pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos
de 50 a 100 pm de ratas SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+Apocinina. [0 vs SHR
(P<0,01), # vs SHR-OVX (P<0,01).

RELACION PARED/LUZ SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 0,23 0,470 0,24#
Error 0,02 0,05 0,02

Tabla V.20. Valores medios del &rea de la pared y sus errores estandar en
vasos miocardicos de 100 a 200 um de ratas SHR, SHR-OVX y SHR-
OVX+Apocinina. O vs SHR (P<0,01), # vs SHR-OVX (P<0,05).

AREA PARED SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 4132,10 6500,850] 5603,71#
Error 251,36 480,99 358,33

Tabla V.21. Relacion pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos
de 100 a 200 pum de ratas SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+Apocinina. 0 vs SHR
(P<0,01), # vs SHR-OVX (P<0,01).

RELACION PARED/LUZ SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 0,21 0,390 0,22#
Error 0,01 0,04 0,02
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Tabla V.22. Valores medios del area de la pared con sus errores estandar
en vasos miocardicos de mas de 200 pm en ratas SHR, SHR-OVX y SHR-
OVX+Apocinina.

AREA PARED SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 15867,23 21773,14 29137,90
Error 1274,58 2007,03 4836,69

Tabla V.23. Relacion pared/luz y sus errores estandar en vasos miocardicos
de mas de 200 um en ratas SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+Apocinina.

RELACION PARED/LUZ SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 0,21 0,27 0,24
Error 0,02 0,03 0,04

2.5.2. Alteraciones de la tunica adventicia.
Tabla V.24. Valores medios del indice de fibrosis perivascular y sus errores
estandar en ratas SHR, SHR-OVX y SHR-OVX+Apocinina. 00 vs SHR (P<0,001), #
vs SHR-OVX (P<0,001).

IF PERIVASCULAR SHR SHR-OVX SHR-OVX+AP
Media 0,30 0,700 0,37#
Error 0,03 0,08 0,07
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Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) tales como la hipertension
arterial y la enfermedad arterial coronaria son algunas de las enfermedades mas
comunes y costosas en los paises industrializados. Aunque las mujeres estan
parcialmente protegidas de estas enfermedades antes de la menopausia,
desarrollan rapidamente un aumento del riesgo cardiovascular después de la
deprivacion estrogénica. Al comparar ambos sexos, se ha comprobado que la
incidencia de las ECVs es mayor en hombres con edad comprendida entre los 30 y
los 50 afios que en mujeres de la misma edad (Gerhard et al., 1995; Farhat et al.,
1996). Por otro lado, diversos estudios epidemioldégicos muestran que las mujeres,
gue tienen una menor prevalencia de hipertension antes de la menopausia
muestran, a partir de esta, un significativo aumento de los niveles de tension arterial
(Isles et al., 1992). Estos y otros datos han dado lugar a la hipétesis de que las
hormonas femeninas y especialmente los estrégenos, tienen un importante papel

en la regulacion de la presion sanguinea y en la génesis de la HTA en la mujer.

Los modelos de hipertension esencial humanos y animales estan asociados
con hipertrofia e hiperplasia de las células musculares lisas vasculares, asi como de
remodelado cardiaco y de la pared arterial. Estos procesos cardiovasculares
patoldgicos, asociados con la hipertension, contribuyen al aumento de la resistencia
periférica en los lechos vasculares y a las lesiones secundarias al proceso
hipertensivo (Heagerty et al., 1993). Por tanto, ademas de los mecanismos neurales y
humorales, los factores locales intrinsecos a la pared de los vasos son importantes

contribuyentes en la regulacién de la resistencia periférica.

Como ya adelantamos en la introduccién, existen datos muy contradictorios
sobre los efectos beneficiosos o perjudiciales que produce el THS. Ultimamente se
ha propuesto la “hipétesis del tiempo” que postula que las vias de sefializacion de
los estrégenos se alteran en las mujeres mayores de tal manera que convierten
efectos antiinflamatorios y vasoprotectores en efectos proinflamatorios vy
vasculotoxicos (Miller et al., 2003; Miller et al., 2005; Phillips et al., 2005). Por tanto,
consideramos que son necesarios mas estudios que definan los eventos celulares y
moleculares en los que estéan involucrados los estrégenos y cOmo estos interactian
con los procesos que protegen o dafian los vasos sanguineos. Estos hallazgos
podrian allanar el camino a nuevas estrategias para la prevencién y el tratamiento
de las enfermedades vasculares y de otros trastornos asociados a la menopausia

como la osteoporosis, los sofocos o la resistencia a la insulina, entre otros.
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Entre las ECVs en la mujer menopdausica, la hipertensién es un cuadro
frecuente. No solo aumenta la incidencia de HTA en la menopausia, sino que esta
es dificil de controlar con medicacion. Sin embargo, como ya comentamos los
mecanismos que subyacen a esta patologia son parcialmente conocidos. En la
fisiopatologia de la HTA han sido implicadas hormonas vasoactivas, aumentos del
tono simpético y recientemente el estrés oxidativo, Las ROS pueden alterar
directamente la funcidén vascular o producir modificaciones del tono vascular al
disminuir la biodisponibilidad de NO. Estos y otros datos han llevado a sugerir que
el aumento de estrés oxidativo y la disfuncién endotelial que se observa en los

enfermos hipertensos podria ser una de las causas de la HTA (Schulz et al 2011).

En el plasma de mujeres con ooforectomia bilateral se ha descrito un
aumento de lipoperoxidos en plasma a los 15 dias de la intervencion y en mujeres
posmenopausicas aumenta el estrés oxidativo conforme lo hace el tiempo desde
que se produjo la menopausia (Signorelli et al., 2001). Cabe por tanto sefalar que
existe una relacion causal entre el aumento del estrés oxidativo y la hipertension y
entre el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial, que a menudo acompafia a la
hipertensién. Por tanto, el aumento de la formacién de ROS, mediada por un
aumento de la actividad NADPH oxidasa, podria ser uno de los mecanismos
envueltos en estos cambios. La THS puede proteger a las mujeres de la
enfermedad cardiovascular, en parte, a través de la actividad antioxidante de los
estrégenos. En este sentido, se ha demostrado que la administracion de estrogenos
reduce la presidon sanguinea y previene el cambio en la estructura vascular
miocéardica en animales SD y SHR ovariectomizados por prevencién del estrés

oxidativo (Hérnandez et al., 2000).

1. MODELO DE HIPERTENSION DOCA-SAL

En nuestro trabajo hemos elegido el modelo de hipertension DOCA-sal que
es semejante a algunas de las formas que en el ser humano cursan con
sensibilidad a la sal. Esta forma supone en el ser humano cerca de la mitad de
todas las formas de hipertension y se acompafian de enfermedad renal y de un
aumento en la generacién de ROS. Ademas, como comentamos en la introduccion
este modelo de hipertension experimental, que comienza siendo una hipertension
dependiente del volumen circulante como consecuencia de la retencion salina,

termina siendo una hipertension dependiente de otros mecanismos,
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fundamentalmente un incremento de las resistencias vasculares, que se produce
porque existen alteraciones e hiperactividad del sistema renina-angiotensina
cerebral, activacion de vasopresina, elevacién de la actividad simpatica y una
mayor reactividad vascular (Ortiz et al., 2001). El aumento de los niveles plasméticos
y tisulares de la Endotelina-1 parece jugar un destacado papel (Schiffrin, 2005), que
como luego discutiremos es, posiblemente junto a la deprivacion de estrégenos, la
responsable del aumento de ROS. En el modelo SHR la hipertension esta
producida, desde su inicio, por un aumento de las resistencias vasculares debido a
una mayor actividad simpética y del sistema renina-angiotensina. En este modelo
ya hemos demostrado que la ovariectomia produce remodelado vascular (Garcia et
al., 2005) y que el 17B-estradiol previene el estrés oxidativo producido por la

ovariectomia (Hernandez et al., 2000).

Al comienzo de nuestro estudio, tuvimos bastantes dificultades en la
obtencion del modelo de hipertension DOCA. En los primeros ensayos utilizamos
animales SD de 200 gr de peso a los que decidimos no nefrectomizarlos, como
habitualmente se hace para producir hipertension en este modelo, ya que
pensamos que en caso de realizar la uninefrectomia se alcanzaria muy
rapidamente (2-3 semanas) niveles de HTA maligna con una mortalidad muy alta,
maxime si como hipotetizabamos la ovariectomia iba a producir un aumento de
presion sobre los niveles alcanzados con el tratamiento con DOCA. Al cabo de 5
semanas de experimentacion no se obtuvieron resultados positivos por lo que se
decidio6 realizar en los siguientes grupos nefrectomia unilateral. Otro inconveniente
para la obtencion del modelo fue el peso del que partian los animales, ya que en
estos animales de 200 gr de peso no se obtenian resultados significativos por lo
gue se decidié que el peso de partida de nuestros animales seria de 100 gr y asi

obtuvimos los resultados que se presentan.

Para comprobar que la ovariectomia habia sido eficaz y que habiamos
producido una deficiencia estrogénica, se les extrajo al finalizar la etapa
experimental, a los animales DOCA y DOCA-OVX el Gtero. Como se observa en el
apartado de resultados se obtuvieron diferencias significativas entre el peso de los
Uteros de animales DOCA y DOCA-OVX. Estos Uultimos presentaban uteros
atrofiados posiblemente por la deprivacién estrogénica. Obtuvimos resultados

similares con el modelo de hipertensiéon SHR.
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1.1. Efecto de la ovariectomia en el incremento de  peso corporal.

El incremento de peso observado en los animales ovariectomizados fue
significativamente mayor que en los animales DOCA, resultados similares se

obtuvieron entre el modelo de hipertension SHR y SHR-OVX.

Practicamente en todos los estudios, la prevalencia de obesidad para todos
los grupos de edad, es mayor en mujeres que en varones y aumenta segin avanza
esta, obteniéndose valores méaximos alrededor de los 60 afos. En el estudio
SEEDO-97 la prevalencia de obesidad mas elevada (33,7%) se encontro en el
grupo de mujeres entre los 55 a los 60 afios. Los datos de “The Women Health
Iniciative” en USA son similares. Se observé un indice de masa corporal (IMC>27)
en el 44,6% de las méas de las 90000 mujeres incluidas en este estudio con edades
comprendidas entre 50 y 70 afios (Pavon de Paz et al, 2006). En humanos, la
influencia de las hormonas sexuales y especialmente los estrégenos en la ingesta
de alimentos se hace ya evidente durante el ciclo menstrual: en la fase
preovulatoria se han descrito una disminucion de la ingesta que oscila entre el 50%

al 250% de lo que se consume en la fase postovulatoria (Dalvit-McPhillipps, 1983).

La leptina es una proteina segregada en el tejido adiposo que informa al
cerebro de la magnitud de las reservas energéticas. Para igual grado de
adiposidad las mujeres tienen niveles mas elevados de leptina que los hombres.
Los estrogenos intervienen en la regulacion de esta hormona estimulando su
secrecion y regulando la ingesta. En ratas se ha observado una disminucién de los
niveles de leptina tras la ovariectomia con el consiguiente aumento de peso. En
mujeres en edad fértil los niveles circulantes de leptina son significativamente mas
elevados durante la fase litea y su concentracion declina tras la menopausia
(Tommaselli et al., 2001).

Asi pues, los estrogenos parecen intervenir en la regulacién del apetito
(Milewiez et al., 2001). La sensaciéon de saciedad estimulada por la colecistoquinina
(CCK) se ve aumentada por los estrégenos y existe una correlacion positiva entre la
CCK vy los niveles de estos y un aumento de la CCK tras tratamiento hormonal
sustitutivo. El descenso de los niveles estrogénicos también se ha asociado con
una disminucién de la actividad de péptidos opioides endbgenos como la B-

endorfina. Todas estas relaciones parecen indicar el efecto de la deprivacion
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estrogénica sobre la ingesta de grasas y carbohidratos en mujeres

postmenopadsicas.

Otros estudios han demostrado que la obesidad se acelera después de la
menopausia y a ella pueden contribuir la falta de estrogenos, el envejecimiento y los
cambios que se producen en el estilo de vida. Los riesgos cardiovasculares que se
producen por la obesidad dependen de la localizacién del tejido adiposo: la
acumulacion del mismo en la zona abdominal y visceral (patrén androide de
obesidad) supone un mayor riesgo metabdlico y cardiaco. En contraste, la
distribucion de la grasa en el tejido subcutaneo (patron femenino) se relaciona
pobremente con la aparicién del sindrome metabdlico. Pues bien, este patron se
modifica después de la menopausia y la mujer pasa del patrén femenino al
masculino (Shi y Clegg, 2009). La lipoprotein lipasa (LPL) es una enzima
determinante para la reserva intracelular de triglicéridos y su accion esta
influenciada por hormonas sexuales. Asi los estrogenos y la progesterona estimulan
la LPL en adipocitos de la region gluteo-femoral y en mujeres premenopausicas su
actividad en tejido adiposo femoral y gliteo es significativamente mayor que en
grasa abdominal, determinando la tendencia al depdsito graso ginoide. El cese en
la secrecion de estrogenos gonadales, con el consiguiente disbalance
androgenos/estrogenos, favorece el depdsito graso abdominal con aumento de la
grasa visceral (Milewiez et al.,, 2001). Los mecanismos por los que los estrogenos
inhiben la ingesta en humanos parecen ser centrales: atraviesan la barrera
hematoencefalica y activan los centros hipotalamicos de la saciedad inhibiendo la
ingesta, el aumento de peso y los cambios en la distribucién de la grasa que

acabamos de describir.

En nuestros grupos experimentales la ovariectomia produce un significativo
aumento de peso, aunque con los datos de nuestro estudio no podamos determinar

los mecanismos que intervienen en este efecto de la deprivacion de estrégenos.

1.2. Efecto de la ovariectomia sobre el aumento de la pr  esibn arterial.

Estudios realizados en nuestro departamento han podido constatar que la
ovariectomia, en ratas SHR provoca un aumento de la PAS con respecto a las ratas
SHR intactas, aunque estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica

hasta la séptima semana después de la ovariectomia (Garcia et al., 2005). Aunque
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algunos autores no encuentran estos aumentos de presidn después de la
deprivacion estrogénica en el modelo SHR (Fortepiani et al., 2003), otros si lo han
demostrado en modelos de hipertensién sensibles a la sal como en ratas Dahl
(Wren et al., 1981).

En nuestro trabajo realizado con animales DOCA-sal la PAS en DOCA-OVX
se incremento significativamente con respecto a las DOCA desde la tercera semana
de experimentacion alcanzando una diferencia de 30 mm de Hg en la ultima
semana. Previos estudios habian demostrado cémo se produce, en el modelo
DOCA-sal, la rapida elevacion de la presion arterial (Karam et al., 1996; Crofton et al.,
1997 Matsumura et al., 1999). Sin embargo, existen pocos trabajos que hayan medido
los cambios inducidos en la PAS por la ovariectomia en el modelo DOCA-sal y sélo
el articulo de Shenoy y colaboradores en 2007 refiere como la ovariectomia

incrementa la presion en este modelo.

Entre los principales mecanismos fisiopatologicos implicados en el origen y
mantenimiento de la hipertension DOCA-sal estan los efectos centrales del CINa
que determinarian un incremento del tono simpatico sobre el sistema vascular. Por
otro lado, varias hormonas vasoactivas han sido implicadas en la fisiopatologia de
este modelo, en un principio fue la vasopresina, pero posteriormente existen
multiples pruebas de que esta hipertension es dependiente de una activacion del
sistema de la endotelinas (Schiffrin 2007). Por otro lado, la ausencia de estrogenos
gque supone la ovariectomia agrava la hipertension. En efecto, la sintesis y actividad
biolégica de la ET-1 esta regulada por los estrdgenos, como lo sugiere el hecho de
que el 17B-estradiol disminuye la vasoconstriccion inducida por la ET-1 en arterias
coronarias tanto in vitro como in vivo. Ademas, en células endoteliales de aortas
porcinas y en ausencia de hormonas ovéricas femeninas se ha observado un
incremento de la expresion de ARNm de preproendotelina y aumento de la
liberacion de ET-1. Junto a este dato se ha visto que tanto el estradiol como sus
metabolitos 2-hidroxiestradiol y 2-metoxiestradiol inhiben la sintesis basal de ET-1
en las células endoteliales en arterias coronarias porcinas, posiblemente por un

mecanismo independiente de los ERs (Dubey et al., 2001).

En estudios de corte realizados en humanos se ha demostrado un aumento
de la PAS y PAD tras el inicio de la menopausia. Asi diversos investigadores

(Staessen et al.,1994) han demostrado un incremento cuatro veces superior en la
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incidencia de la hipertensién en mujeres postmenopausicas con respecto a mujeres
premenopadsicas. Por otro lado, se ha observado, en humanos, que las variaciones
en los niveles de estrégenos se asocian con cambios en la tension arterial (TA): asi
durante el ciclo menstrual la TA es mas baja durante la fase litea que durante la
fase folicular, momento del ciclo en el cual los niveles de estrégenos son menores,
por lo que si los estrégenos enddgenos bajan la presion arterial, la administracion
de preparados de estrogenos también podrian disminuir la presion arterial. De
acuerdo con nuestros resultados cabria plantearse la hipotesis que en el aumento
de presion arterial descrito en la mujeres menopdausicas podria contribuir un

aumento de ET-1 o un incremento de la sensibilidad a dicha hormona.

En trabajos realizados anteriormente en nuestro departamento (Garcia et al.,
2005) el aporte exdgeno de 1783-estradiol a las ratas SHR ovariectomizadas provoco
un descenso en la PAS, pero dicho descenso solo fue significativo en la 132 a 182
semana con respecto a la semana 11 de estudios. Estos resultados concuerdan
con los resultados obtenidos en otros estudios llevados a cabo en varios modelos
animales de hipertensién en los cuales el estradiol también disminuye la presion
arterial (Raghvendra et al., 2002). También en nuestro modelo de hipertensién DOCA-
sal, el tratamiento con estradiol atenu6 el incremento de la PAS observado en las
ratas ovariectomizadas, mostrando también diferencias significativas desde la
tercera semana de experimentacion y siguiendo una evolucion en paralelo con los
animales DOCA. Lo cual nos lleva a la conclusién que es la falta de estrégenos lo

gue determina el aumento de PAS en nuestros animales DOCA-OVX

Finalmente y en apoyo de todo lo anterior tenemos que en el desarrollo de la
hipertension en el modelo DOCA-sal aparece dimorfismo sexual. En este modelo la
presion arterial se eleva mas rapido y a un nivel mas alto en machos que en
hembras (Ouchi et al., 1987) y la gonadectomia atenta el desarrollo de la
hipertensién en ratas macho y se agrava en ratas hembra (Crofton et al., 1989) lo
cual sugiere, tal y como hemos podido comprobar en nuestro modelo, que las
hormonas gonadales esteroideas afectan el desarrollo de la hipertension en este
modelo. Crofton y colaboradores (Crofton et al., 1994) observaron que en el modelo
DOCA-sal los efectos de la gonadectomia se revertieron por el tratamiento de los
machos con testosterona y de las hembras con estradiol. Ademas el tratamiento

crénico de machos DOCA-sal con estradiol retardé el desarrollo de la hipertension.
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1.3. Efecto de la ovariectomia sobre el estrés oxid  ativo.

Los perodxidos lipidicos son indicadores de estrés oxidativo en la célula y se
descomponen en moléculas como el malondialdehido (MDA). La valoracién de la
peroxidacion se realiza cuantificando los TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive

Substances) que forman complejos con el MDA.

En nuestros resultados, la cuantificacion en plasma de MDA no muestran
diferencias significativas entre los valores en animales DOCA y DOCA-OVX,
aunque estos dos grupos si  presentan valores de malondialdehido
significativamente mayores que los determinados en un grupo de ratas SD
normotensas. A la vista de estos resultados caben dos interpretaciones: el
incremento de MDA en el grupo DOCA es ya tan alto que no se incrementa hasta
valores significativos en el grupo DOCA-OVX. Otra posible interpretacion es que los
valores en plasma de MDA no reflejen el grado de peroxidacién que se produce a
nivel celular. Por ello, realizamos una valoracion de los niveles de MDA en tejido
renal y demostramos que la ovariectomia aumenta sus niveles. Los resultados
correspondientes a los grupos SD y DOCA, tanto en plasma como en riidén
coinciden con los publicados previamente por Galisteo et al. 2004. Todo ello parece
indicar un aumento del estrés oxidativo que se manifiesta a nivel renal, érgano que
en los casos de hipertensién sal-dependiente muestra signos de inflamacion,
aumentos de estrés oxidativo e insuficiencia (Manning et al., 2005). Otros trabajos
han demostrado que los estrogenos protegen a la célula vascular a través de sus

efectos antioxidantes inhibiendo la peroxidacion lipidica (Yen et al., 2001).

En nuestro modelo de hipertension DOCA-sal se han descrito aumentos del
estrés oxidativo desde el afio 2000 cuando Sommers y colaboradores (Sommers et
al., 2000) demostraron que en este modelo, con niveles de renina baja se produce
un elevado incremento de los niveles del radical superéxido. En estudios realizados
por Beswick y colaboradores (Beswick et al., 2001) mostraron que los animales
DOCA-sal tenian aumentada la produccién de anién superéxido por un incremento
en la actividad de la NADPH oxidasa y que el tratamiento con antioxidantes e
inhibidores de la NADPH oxidasa normalizaba su produccion y atenuaba la PAS

debido en parte a un aumento de la biodisponibilidad de NO.
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Posteriormente se ha demostrado (Shiffrin 2005) que en este modelo el
mecanismo fisiopatologico es dependiente de ET-1 y que esta media los aumentos
de estrés oxidativo estimulando a la NADPH-oxidasa. El uso de antagonistas del
receptor de endotelina redujo la presidén sanguinea y la produccion de ROS. Efecto
que fue posteriormente comprobado por los estudios realizados por Callera y
colaboradores (Callera et al., 2006) quienes constatan el papel de la ET-1 en el
aumento de la produccién de ROS a través de los receptores ET, en el modelo de
hipertensibn DOCA-sal. Recientemente se han establecido los mecanismos por los
que a nivel de membrana la ovariectomia produce aumento de ROS en un modelo
de rata hipertensa sal dependiente. La ovariectomia incrementa la producciéon de
superéxido, la expresion de la subunidad p22phox de la NADPH-oxidasa y
disminuye los niveles de los enzimas antioxidantes superéxido dismutasa, catalasa
y glutation peroxidasa (Zhang et al., 2007). Por otro lado, el tratamiento con
estrogenos en animales hipertensos y ovariectomizados disminuye la actividad de
NADPH oxidasa y esta disminucién de actividad se acompafia de una disminucion

de la expresion de p22(phox) (Sullivan et al. 2009).

En los trabajos realizados por Flavia y colaboradores (Flavia et al., 2001)
observaron una activacién diferente de la ruta de la ET-1 en machos y hembras
DOCA-sal, en las que los machos presentaban marcadas alteraciones en respuesta
ala ET-1y a agonistas del receptor ETg e hipotetizaron que las hormonas ovaricas
atenuaban las respuestas vasculares de los receptores ETg. En base a sus
resultados la ovariectomia en ratas hipertensas DOCA-sal y, en consecuencia, la
reduccién significativa en los niveles de estrégenos y progesterona empeoraron los
efectos observados inducidos por la ET-1 aumentando los niveles de esta y de la
expresion del ARNm del receptor ETg. La restauracion de los niveles de estrégenos
y progesterona revirtieron estos cambios, reduciendo la HTA. En estudios més
recientes (Gadner et al., 2010) el tratamiento con estrégenos en ratas macho reduce

el estrés oxidativo y los niveles circulantes de ET-1.

1.4. Efecto de la apocinina sobre los aumentos de presién arterial en
DOCA-OVX.

Como ya hemos mencionado anteriormente en el modelo de hipertension
DOCA-sal se produce un aumento de la produccién de superoxido posiblemente

mediado por un aumento de actividad de NADPH oxidasa y acompafiado de
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aumentos PAS. En efecto como ya demostré Beswick y colaboradores (Beswick et
al. 2001) el tratamiento con apocinina, que actla como inhibidor de la NADPH

oxidasa, atenuo el aumento de la PAS.

En el presente trabajo hemos tratado a nuestros animales DOCA-OVX con
apocinina, obteniendo un descenso significativo de la PAS desde las primeras
semanas de experimentacion y llegando en las Ultimas a una PAS similar a la
encontrada en los animales DOCA no ovariectomizados. Hasta donde sabemos,
este es el primer trabajo que demuestra que en el modelo DOCA la deprivacion de
estrogenos agrava la hipertension y que este aumento de presion se corrige con el

tratamiento cronico con apocinina.

La apocinina por sus efectos inhibidores sobre la NADPH oxidasa disminuye
los efectos de los ROS sobre los aumentos de presion, bien de forma directa ya que
el estrés oxidativo produce aumentos de presion o porque modifica la estructura
vascular. En el modelo de hipertension SHR se ha demostrado que existe un
aumento de la actividad NADPH oxidasa y de la produccion de anion superoxido en
aorta y mesentéricas desarrollando HTA. Ademas el desarrollo de la HTA se
relaciona con una disminucién de la biodisponibilidad de NO debido al superoxido.
El tratamiento con inhibidores de la NADPH oxidasa disminuye la produccion
vascular de superéxido y atenua el desarrollo de la hipertension (Touyz, 2004). Las
ROS funcionan como segundos mensajeros activando numerosas moléculas de
sefalizacibn como las tirosinas quinasas, tirosina fosfatasas, MAP quinasas y
canales de iones, principalmente a través de la oxidacion y modificacion de
proteinas y de la activacibn de determinados factores de transcripcion. Estas
moléculas de sefalizacion desempefian un importante papel en la patologia
vascular. El estrés oxidativo contribuye al dafio vascular por sus efectos sobre el
crecimiento celular, la deposicién de proteinas de la MEC, la inflamacion, disfuncién
endotelial. Todo lo cual contribuye al aumento del tono vascular y caracteriza el

fenotipo vascular en la hipertension (Paravicini y Touyz, 2006).

1.5. Remodelado vascular en DOCA-OVX y efectos de  la apocinina.

En 1992 el grupo de Shiffrin demostré que las arterias de ratas hipertensas
DOCA-sal presentaban una reduccion en el diametro externo junto a una

disminucion del diametro de la luz y un incremento del grosor de la capa media y
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del area de la seccidn transversal (Li Yuan y Schiffrin, 1992). Posteriormente Karam y
colaboradores (Karam et al., 1996) observaron que las animales hipertensos DOCA-

sal mostraban una marcada hipertrofia cardiaca y fibrosis perivascular e intersticial.

En nuestro trabajo hemos demostrado como la deprivacion de estrégenos
provocada por la ovariectomia en el modelo de hipertension DOCA aumenta el
remodelado vascular preexistente que se acompafia con un incremento de la PAS.
Este aumento en el remodelado se corrige por la reposicion de estrogenos y por la
inhibicion de la NADPH oxidasa con la administracion de apocinina. Hasta donde
conocemos este es el primer trabajo que demuestra que en el modelo de
hipertension DOCA la deprivacion de estrogenos aumenta el remodelado vascular
preexistente y que ello se acompafia de un incremento de la PAS. Este mayor
remodelado se corrige por la reposicion de estrégenos y por la inhibicion de la

actividad NADPH oxidasa por la administracion de apocinina.

Para realizar este estudio analizamos los vasos segun el tamafio. Para
vasos con un didmetro comprendido entre 50 y 100 um no se obtuvieron diferencias
significativas en el area de la pared entre animales DOCA, DOCA-OVX y DOCA-
OVX tratados con apocinina. Sin embargo, la relacion pared/luz aumento
significativamente en el grupo DOCA por efecto de la ovariectomia. Los animales
DOCA-OVX tratados con apocinina muestran una disminucion en la relacion

pared/luz alcanzando esta los valores del grupo DOCA.

En los vasos con didmetro externo comprendido entre 100 y 200 pm
observamos que la deprivacion de estrégenos produce un aumento significativo en
el area de la pared del grupo ovariectomizado indicAndonos que se ha producido un
remodelado hipertréfico dado ademas que también la relacion pared/luz esta

aumentada. Ambos parametros revertian con el tratamiento con apocinina.

Ademas, para demostrar que estos cambios eran debidos a la disminucion
de estrogenos, los animales DOCA-OVX fueron tratados con 17(-estradiol
obteniéndose una disminucién de la relacion pared/luz en vasos de 50 a 100 um y

vasos de 100 a 200 pm.
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Los posibles mecanismos que pueden estar implicados en el remodelado

vascular son:

- En la hipertension DOCA-sal se produce un aumento significativo de la ET-

1y esta produce directamente remodelado cardiaco y vascular.

- La ET-1 produce un aumento de ROS a través del aumento de la actividad
NADPH-oxidasa (Beswick et al., 2001).

- La ausencia de estrogenos tiene varios mecanismos para producir un

aumento del remodelado:

a) La ovariectomia al incrementar las alteraciones vasculares que ya
existen en las ratas DOCA justifica el aumento de PAS y el tratamiento con
estrogenos, que produce una reversion del remodelado, explica la disminucion de

los cambios de presion encontrados en el grupo tratado.

b) La deprivacion estrogénica aumenta los niveles de ET-1 como
consecuencia de aumentos en su produccién, en la actividad de la enzima
convertidora de endotelina (ECE) o porque disminuye su degradacion. Este
aumento de la ET-1 por los mecanismos antes citados podria explicar el mayor
remodelado. Ademas, la ovariectomia incrementa la expresion de RNAmM de
preproET-1y la actividad de la ECE y los estrogenos revierten estos cambios (Wang
et al.,, 2003). Otros estudios han mostrado que los estrégenos pueden acelerar la
degradacion del RNAm de ET-1 (Morey et al., 1998).

c) Sin embargo, el dato més interesante de nuestro estudio es que la
ovariectomia produce un incremento de estrés oxidativo en el modelo de
hipertensién DOCA-sal. Ello viene a completar estudios de nuestro grupo en los que
habiamos demostrado que la ausencia de estrégenos en animales SD aumenta el
estrés oxidativo y las resistencias vasculares (Hernandez et al, 2000). Ademas, de
acuerdo con los resultados del actual trabajo, la mayor produccion de ROS estaria
mediada por la ausencia de estrogenos. El aumento de ROS determinarian tanto
los cambios de PAS como del remodelado, ya que el tratamiento con apocinina

revierte ambos cambios.
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1.6. Fibrosis perivascular en DOCA-OVX y efectos d e la apocinina

Como ya comentamos en la introduccion, la fibrosis se produce por un
exceso en la acumulacion de fibras de colageno. Este exceso de fibras de colageno
es el resultado de dos mecanismos principales: un aumento en la produccién de
colageno por los fibroblastos o una disminucion de su degradacion por las
metaloproteinasas (MMPs) de forma directa o por una mayor actividad del inhibidor
tisular de la MMPs (ITMP) (Weber et al. 2000).

La aparicion de la fibrosis en animales DOCA fue descrita por Schiffrin en
1992 (Schiffrin, 1992). En nuestro trabajo se describe por primera vez que la fibrosis
intersticial, ya presente en el modelo de hipertension DOCA, aumenta por la
ovariectomia. Ademas, ésta revierte cuando los animales son tratados con 17[3-
estradiol o con apocinina, sugiriendo que la falta de estrogenos, a través de un
aumento del estrés oxidativo, es la principal responsable de la acumulacion del

coladgeno a nivel perivascular.

Los posibles mecanismos implicados en este proceso pueden ser:

- En este modelo de hipertesion se produce un aumento significativo de ET-
1. En los trabajos realizados por Ammarguellat (Ammarguellat et al., 2001 y 2002) se
demuestra que en la hipertension DOCA-sal se produce un aumento significativo de
ET-1 que produce directamente fibrosis cardiaca y vascular aumentando la
expresion del RNAm del procolageno | y lll. Ademas el uso de antagonistas de los

receptores ET4 previno la deposicién de colageno en estos animales.

- La ET-1 produce un aumento de ROS a través del aumento de la actividad
NADPH-oxidasa (Beswick et al., 2001). Esta afirmacién concuerda con los resultados
obtenidos en nuestro trabajo, ya que el uso de apocinina disminuy6
significativamente la fibrosis perivascular presente en los animales

ovariectomizados.

- La ausencia de estro6genos por la ovariectomia tiene varios mecanismos

para producir un aumento de la fibrosis:
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a) La ovariectomia y por tanto la deprivacion estrogénica puede por
si misma incrementar las alteraciones perivasculares que ya existen en las ratas
DOCA, ya que el tratamiento con estrdgenos, en nuestros animales, produce la

reversion de la fibrosis.

b) La ovariectomia aumenta los niveles de ET-1 y ésta por los
mecanismos antes citados puede producir mayor grado de fibrosis. En los trabajos
realizados por el grupo de Wang (Wang et al., 2003) la ovariectomia aumento la
expresion de RNAm de preproET-1 y la actividad de la ECE y el tratamiento con

17B-estradiol revirtié estos cambios.

c) La ovariectomia puede aumentar la produccion de ROS, bien por
un efecto directo en la produccion de ROS o porque incrementa los niveles

plasmaticos de ET-1 tal y como hemos discutido anteriormente.

2. MODELO DE HIPERTENSION SHR

Nuestro grupo lleva afios interesado en la relacion que existe entre
hipertensién y deprivacion estrogenica y entre estas y el estrés oxidativo. Se han
publicado diversos trabajos en los que se demuestra que la ovariectomia en
animales control incrementa la PAS y los marcadores de las ROS (Hernandez et al.
2000). Ademas, en el modelo SHR la ovariectomia produce remodelado vascular y
aumentos de la PAS que se corrigen con el tratamiento estrogénico o con una
combinacion de 17B-estradiol e IECAS (Garcia et al. 2005 y 2006). Mas recientemente
se han estudiado los beneficiosos efectos del 2-metoxiestradiol sobre el
remodelado y la PAS secundarios a la falta de estrogenos y se ha demostrado que
parte de este efecto pueda ser debida a la mayor liberacion de NO (Bonacasa et al.
2008) (Fenoy et al. 2010). Parecia légico que en este trabajo nos plantedramos qué
efecto tenia la inhibicion de la produccién de ROS sobre el remodelado vascular y
los cambios en la PAS provocados en el modelo SHR por la ausencia de

estrogenos.
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2.1. Efecto de la ovariectomia sobre la presion ar  terial.

En los resultados de nuestro trabajo hemos obtenido un aumento
significativo de la PAS en ratas SHR ovariectomizadas sobre los valores de las
SHR intactas. Existen datos conflictivos sobre los efectos que la gonadectomia
tienen en la PAS en SHR, pero nuestros resultados y los anteriormente publicados
(Garcia et al., 2005) sefialan que en las SHR-OVX la PAS aumenta sobre los niveles
de las SHR. Este incremento de PAS es debido a la falta de estrogenos, dado que
nuestro grupo ha demostrado que este cambio en la presion se revierte con el uso
del 17B-estradiol (Garcia et al., 2005). Ademas cuando tratamos a nuestros animales
ovariectomizados con apocinina se obtuvo un descenso de la PAS que alcanzo
valores similares a las de los animales SHR. Todo lo cual nos indica que en estos
animales la ausencia de estrogenos produjo un aumento del estrés oxidativo que
fue en parte responsable del incremento de presion arterial. Esta aportacion es la
mas interesante de nuestro trabajo ya que una amplia busqueda bibliogréfica

evidencia que este es un dato desconocido y no publicado previamente.

2.2. Aumento del estrés oxidativo en SHR y SHR-OVX

En 1995 (Grunfeld et al., 1995) se demostré que en el modelo de hipertension
SHR existe una exagerada produccion de radical superoxido. Este aumento de
superoxido daba lugar a una disminucion de la disponibilidad de NO formando

peroxinitrito y contribuyendo asi a la elevacion de la presion arterial.

Una vez confirmada la elevada produccion de superdéxido habia que
establecer los mecanismos por los cuales se producia. En el trabajo realizado por
Zalba y colaboradores (Zalba et al., 2000) demostraron que la actividad NADPH
oxidasa estaba aumentada en SHR con respecto a los animales normotensos y que
este aumento de la actividad estaba asociado con un aumento de la expresion del
RNAmM de la p22phox. Estos resultados sugieren que la exposicion a la hipertension
en combinacion con otros factores como la sobreproduccién de Ang Il podria jugar
un importante papel en el aumento de la expresion de p22phox y de la actividad de
la NADPH oxidasa. EI mecanismo que podria explicar el aumento directo de la
actividad de la NADPH oxidasa en SHR también ha sido discutido. Aunque algunos

autores como Zalba (Zalba et al., 2000) han propuesto que es el propio aumento de
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presion el responsable, otros proponen que seria la Ang Il anormalmente elevada
en este modelo la causante de este efecto, ya que la infusién de Ang Il en ratas
produce un aumento de la expresion de p22phox. Este mecanismo posible se

asemejaria a lo que en las DOCA con respecto a la ET-1.

Ademas el tratamiento con apocinina disminuye la PAS en SHR y esta
disminucion se acompafio de un descenso en la expresion de la proteina NF-k(3. El
tratamiento con apocinina también disminuyé la expresion de las subunidades
p67phox y p22phox de la NADPH oxidasa asociado con un descenso de la

concentracion de GMPc (Pechanova et al., 2009).

En el caso del modelo de hipertension SHR, como en el caso del modelo de
hipertension DOCA que ya hemos comentado en el apartado anterior, los
estrogenos por si mismos inhiben la formacion de especies reactivas del oxigeno.
En trabajos realizados por nuestro grupo se demostré que la deficiencia estrogénica
esta asociada a un aumento del estrés oxidativo y a un descenso en la produccion
de NO y que la reposicion de estrégenos como el 17@-estradiol y el 2-
metoxiestradiol previnieron esta situacion (Hernandez et al., 2000; Bonacasa et al.,
2008; (Fenoy et al. 2010). Ademas en los resultados que aqui se presentan
demostramos, medida por quimioluminiscencia, un aumento significativo en la

actividad NADPH oxidasa en animales SHR-OVX con respecto a los SHR.

Los mecanismos por los que la gonadectomia aumenta el estrés oxidativo
en SHR son complejos. Al igual que ocurre con la ET-1 en el modelo DOCA que
antes discutimos, los estrogenos tienen en SHR un efecto inhibitorio sobre el
sistema renina-angiotensina a través del descenso de la actividad de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA). Por el contrario la deficiencia estrogénica
aumenta la actividad del sistema renina y angiotensina y la expresién de la
densidad de los receptores AT-1, que da lugar a un incremento de la actividad de la
ECA y por tanto puede contribuir al aumento de presion arterial (Hinojosa-Laborde et
al., 2004). Ademas, otros mecanismos pueden contribuir a que la deprivacion de
estrégenos incremente la produccion de ROS: se ha sugerido que la ovariectomia

disminuye los niveles de los enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx (Ha, 2004)
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2.3. Remodelado vascular en SHR-OVXy efecto de laap ocinina

En relacion a los resultados sobre el remodelado vascular que aqui
presentamos demostramos que existe un aumento significativo en el area de la
pared y en la relacion pared/luz en los animales SHR ovariectomizados con
respecto a los SHR con diferencias significativas en los dos parametros medidos
en arteriolas miocardicas de tamafios comprendidos entre 50 y 100 um y en los
vasos con un diametro comprendido entre 100 y 200 um. Este aumento del
remodelado es de tipo hipertréfico ya que para todos los niveles de diametro
estudiados se produce un incremento en el &rea de la pared. Aunque parte de estos
resultados ya habian sido presentados por nuestro grupo (Garcia et al. 2005 y 2006),
los datos de mayor interés se refieren a los efectos que tiene la apocinina sobre
este remodelado. De hecho, y hasta donde conocemos, nuestra aportacion
demostrando que apocinina revierte los cambios vasculares producidos por la
ovariectomia en SHR es original. Datos muy recientes en la literatura analizan el
papel que la inhibicion de la NADPH oxidasa tiene en arterias aisladas indicando
que el remodelado producido por la infusién crénica de A Il se previene con el
tratamiento con apocinina (Martinez-Lemus et al. 2011). Por otro lado, Castro y
colaboradores en 2009 demostraron que el tratamiento con un inhibidor de NADPH
oxidasa reduce los cambios vasculares producidos en un modelo de hipertensién

dependiente de Ang Il (al igual que en las SHR) como es el 2K-1C.

La fibrosis perivascular también aumentd en los animales SHR-OVX con
respecto a las SHR intactas. Estos resultados son semejantes a los obtenidos
anteriormente por nuestro grupo en los que la ovariectomia en ratas SHR de 18
semanas aumenta la fibrosis en arteriolas miocardicas. Todos los cambios
vasculares descritos revirtieron con la reposiciéon de 17(3-estradiol (Garcia et al.,
2005). Por otro lado, parece evidente que la deprivacién estrogénica, que en los
presentes resultados aumenta la fibrosis miocardica, podria mediar este efecto a
través de un aumento en la produccion de ROS. En efecto el tratamiento con
apocinina reduce la fibrosis hasta reducirla al nivel de los animales no
ovariectomizados, ello posiblemente esté mediado por las acciones que los ROS

ejercen aumentando la actividad de diversas metaloproteinasas (Castro et al. 2009).
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RESUMEN DE RESULTADOS

- Modelo de hipertension DOCA-sal

1-

En el modelo DOCA, la deprivacion estrogenica produce aumentos en el

peso corporal de los animales ovariectomizados.

La ovariectomia provoca un mayor incremento de presion arterial sistdlica
en los animales con hipertension DOCA que se previene con la

administracion de 17B-estradiol.

La ovariectomia produce un mayor incremento del estrés oxidativo que el

observado en el modelo de hipertension DOCA.

La inhibicion de la actividad de NADPH oxidasa con apocinina disminuye la

presion arterial en el modelo DOCA ovariectomizado.

La deprivacion estrogénica empeora el remodelado vascular existente en el
modelo de hipertension DOCA vy la reposicion de estrégenos previene este

efecto.

La administracién de apocinina reduce el remodelado vascular presente en

los animales DOCA ovariectomizados por disminucién del estrés oxidativo.

La ovariectomia produce un aumento de la fibrosis perivascular observada
en el modelo de hipertension DOCA gque se previene con el tratamiento con
17B-estradiol.

La administracion de apocinina disminuye los niveles de fibrosis perivascular

en los animales DOCA ovariectomizados por disminucién del estrés

oxidativo.
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- Modelo de hipertensiéon SHR

1- El tratamiento con apocinina previene el mayor incremento de la presion
arterial sistélica presente en el modelo de hipertension SHR

ovariectomizadas.

2- El tratamiento con apocinina previene el incremento del remodelado

vascular presente en los animales SHR ovariectomizados.

3- El tratamiento con apocinina disminuye la fibrosis perivascular causada por

la deprivacion estrégenica en el grupo SHR.

CONCLUSIONES

1.- La deprivacion de estrogenos produce un aument o del estrés
oxidativo en un modelo experimental de hipertension semejante a la

hipertensién secundaria humana.

2.- En este modelo, el aumento del estrés oxidativn o determina un
aumento del remodelado vascular hipertréfico asocia do a un aumento de la

presion arterial sistoélica.

3.- La deprivacién de estrégenos produce un aumento del estrés
oxidativo, en un modelo de hipertensién experimenta | semejante a la

hipertension esencial humana.
4.- En este modelo, el aumento del estrés oxidativna. o determina un

aumento del remodelado vascular hipertréfico asocia do a un aumento de la

presion arterial sistolica.
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